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Die histologische Untersuchung von Endometriumbioptaten stellt ein wichtiges diagnostisches 
Hilfsmittel zur Ursachenforschung bei endometrial bedingten Fertilitätsstörungen der Stute 
dar. Ein häufiger Befund in routinemäßig untersuchten Bioptaten sind degenerative Alteratio-
nen der Blutgefäße in Form von Angiosklerosen. Deren Ursache ist weitestgehend bekannt: 
Einerseits korrelieren Grad und Häufigkeit angiosklerotischer Veränderungen vor allem mit der 
Anzahl der Trächtigkeiten (KRIESTEN 1995), andererseits zeigen sich derartige Alterationen 
auch mit zunehmendem Alter (GRÜNINGER 1996, SCHOON und SCHOON 2003). 
Unter Würdigung dieses Aspektes wurden auch die sich ergebenden klinisch-funktionellen 
Konsequenzen untersucht und ein zumindest indirekter Zusammenhang zu Fruchtbarkeitsstö-
rungen konnte nachgewiesen werden. So stellten zum Beispiel BLAICH et al. (1999) und 
LUDWIG et al. (2002) mittels sonografischer Studien einen Zusammenhang zwischen Gefäß-
veränderungen und Durchblutungsstörungen im Uterus her. Eine Minderperfusion mit konse-
kutiver Hypoxie scheint die logische Konsequenz daraus zu sein. Einen Zusammenhang 
zwischen der Verringerung der Zottendichte der fetalen Plazenta und Angiosen findet auch 
KERSTEN (2000) in ihren Untersuchungen. Dennoch findet die Angiosklerose keine Berück-
sichtigung im Rahmen der Kategorisierung nach KENNEY und DOIG (1986), modifiziert nach 
SCHOON et al. (1992), bei der eine Kategorie (I, IIa, IIb oder III) einer bestimmten Prognose 
für die Abfohlwahrscheinlichkeit entspricht. 
Die Aufrechterhaltung der Sauerstoffhomöostase ist für den regelrechten Ablauf zahlreicher 
physiologischer Vorgänge im Organismus essenziell. Hypoxische Situationen und die daraus 
resultierenden metabolischen und funktionellen Konsequenzen sind Schwerpunkt zahlreicher 
Forschungsvorhaben. Die im Rahmen der Anpassungsreaktionen exprimierten Proteine (En-
zyme, Wachstumsfaktoren, Zytokine etc.) werden als so genannte Hypoxiemarker angesehen. 
In dieser Arbeit wird in angiosklerotisch veränderten Bioptaten equiner Endometrien die ange-
nommene hypoxische Stoffwechsellage durch den immunhistologischen Nachweis ausge-
wählter Hypoxiemarker untersucht. Des Weiteren sollen potenzielle Abhängigkeiten dieser 
Hypoxiemarker zu anderen Faktoren (Endometrose, Alter, Zyklusstand, Trächtigkeit) überprüft 
werden. Die Arbeit versteht sich als Grundlage weiterführender Studien, um in Zukunft zum 
Beispiel prognostische Schlüsse aufgrund der Expression derartiger Hypoxiemarker ziehen zu 




2.1 Hypoxie und Hypoxia Inducible Factors 
2.1.1 Definition der Hypoxie 
Die Veränderung der Sauerstoffkonzentration stellt für sämtliche Organismen einen grundle-
genden physiologischen Stimulus dar. Aufgrund der Tatsache, dass sowohl durch eine Sauer-
stoffüberversorgung (Hyperoxie) die Gefahr von oxidativem Stress besteht als auch durch eine 
Sauerstoffunterversorgung (Hypoxie) die Entgleisung der Stoffwechsellage droht, wird der in-
trazelluläre Sauerstoffgehalt relativ engmaschig reguliert. Sauerstoff spielt dabei nicht nur eine 
essenzielle Rolle bei der Atmung, sondern er stellt auch das Substrat der oxidativen Phospho-
rylierung zur Energiegewinnung dar. Um insbesondere auf einen absoluten oder relativen Sau-
erstoffmangel zu reagieren, haben metazoäre Organismen komplexe Mechanismen 
entwickelt, damit eine schnelle Anpassung des betroffenen Gewebes sowie der Einzelzelle 
erfolgen kann. Unter dem Begriff der Hypoxie versteht man dabei den Zustand, bei dem der 
zur Aufrechterhaltung der Stoffwechselhömöostase benötigte Sauerstoffgehalt die vaskuläre 
Sauerstoffversorgung übersteigt (SCHOLZ und TAYLOR 2013). Eine zentrale Bedeutung bei 
all diesen Anpassungsvorgängen wird den so genannten Hypoxie-induzierbaren Faktoren 
(HIF) zuteil (SEMENZA 2000b). 
 
2.1.2 Hypoxia Inducible Factor 1 
Im Jahre 1992 wird von SEMENZA und WANG einer der bedeutendsten Vermittler im Rahmen 
der oben genannten Anpassungsreaktionen an eine Hypoxie identifiziert: der Hypoxie-indu-
zierbare Transkriptionsfaktor HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1). Es ist davon auszugehen, 
dass dieses Protein einen globalen Regulator zur Aufrechterhaltung der Sauerstoffhomöo-
stase im gesamten Tierreich darstellt, da er sogar in den primitivsten aller vielzelligen Tiere, 
den Plattentieren, und zwar in Trichoplax adhaerens, nachgewiesen werden konnte 
(LOENARZ et al. 2011). Dabei sorgt HIF-1 einerseits für eine verbesserte Sauerstoffversor-
gung und andererseits für eine bessere Anpassung des Stoffwechsels bei reduziertem Sauer-
stoffangebot (KAELIN und RATCLIFFE 2008). Mittlerweile weiß man, dass es neben HIF-1 in 
Form von HIF-2 und HIF-3 zwei weitere Isoformen dieses Proteins gibt. Bei allen drei Isofor-
men handelt es sich um grundsätzlich ähnlich aufgebaute Transkriptionsfaktoren, die sich je-
doch in ihren biologischen Charakteristika deutlich unterscheiden: So können sie zum Beispiel 
in verschiedenen Zelltypen nachgewiesen werden, unterliegen unterschiedlichen Regulations-
mechanismen und aktivieren außerdem zum Teil deutlich verschiedene Zielgene (Eine Über-
sicht findet man unter anderem in den Artikeln von SEMENZA 1999 sowie von ACKER und 
PLATE 2002). Obwohl alle drei wichtige Forschungsgegenstände darstellen, handelt es sich 
bei HIF-1 um die am besten und intensivsten untersuchte Isoform dieser Transkriptionsfakto-
ren, die zudem in allen eukaryotischen Zellen vorkommt (SEMENZA 2004) und auf die aus 




2.1.2.1 Struktureller Aufbau von HIF-1 
Bei HIF-1 handelt es sich um ein heterodimeres Protein (s. Abb. 2.1, S. 4), das aus einer ca. 
120 kDa großen und einer ca. 91-94 kDa großen Untereinheit besteht (WANG und SEMENZA 
1995). Die größere der beiden liegt im Zytoplasma und wird als HIF-1α bezeichnet, die kleinere 
ist im Zellkern lokalisiert und wird HIF-1β (syn. ARNT, aryl hydrocarbon receptor nuclear 
translocator) genannt. Beide Untereinheiten werden konstitutiv exprimiert; die α-Untereinheit 
wird jedoch sauerstoffabhängig degradiert, während die β-Untereinheit weitestgehend stabil 
bleibt. Am N-terminalen Ende der beiden Proteine befindet sich jeweils eine bHLH- (basic he-
lix-loop-helix) und eine PAS1-Domäne (WANG et al. 1995). Durch die bHLH-Domäne gehören 
sie einer Protein-Superfamilie von Transkriptionsfaktoren der Eukaryoten an. Der HLH-Anteil 
reguliert und vermittelt die Dimerisierung beider Untereinheiten, während die basische Kom-
ponente an der DNA-Bindung zur Initiation der Transkription beteiligt ist. Die PAS-Domäne 
stabilisiert wiederum ergänzend die Dimerisierung (SEMENZA 1999) und besteht aus den 
Subdomänen PAS-A und PAS-B (CHUN et al. 2002). Zusätzlich enthält HIF-1α sowohl am N-
terminalen als auch am C-terminalen Ende eine nukleäre Lokalisationssequenz (N- bzw. C-
NLS) sowie Transaktivierungsdomänen (N- bzw. C-TAD), mit deren Hilfe die Interaktion mit 
Co-Aktivatoren wie z.B. CREB-bindendes Protein (CBP) oder p300 erfolgen kann. Zwischen 
beiden TAD liegt eine inhibitorische Domäne (ID), welche bei Normoxie hemmend auf die 
Transkriptionsaktivität einwirkt (JIANG et al. 1997, PUGH et al. 1997). Zusätzlich ist laut 
SEMENZA (1999) mit der N-TAD eine oxygen-dependent degradation (ODD)-Sequenz asso-
ziiert, wobei es sich um eine Prolin-Serin-Threonin-reiche Domäne (PSTD) handelt, die nach 
den Untersuchungen von PUGH et al. (1997) eine entscheidende Rolle bei der sauerstoffab-
hängigen Regulation von HIF-1α spielt. SCHOFIELD und RATCLIFFE (2004) gehen sogar von 
einer N-terminalen ODD-Domäne (NODDD) und einer C-terminalen ODD-Domäne (CODDD), 
die unabhängig voneinander funktionieren, aus. Essenziell für die HIF-1α-Stabilität sind den 
Untersuchungen von SEMENZA (1999) und TAKAHASHI et al. (2000) zufolge vor allem die 
drei im C-terminalen Anteil gelegenen Elemente NODDD, CODDD und C-TAD. 
 
2.1.2.2 Regulation der Aktivität von HIF-1 
Für HIF-1 können sauerstoffabhängige und sauerstoffunabhängige Regulationsmechanismen 
unterschieden werden. 
Eine Regulation der Aktivität in Abhängigkeit von Sauerstoff (s. Abb. 2.2, S. 6) erfolgt vor allem 
auf post-translationaler Ebene. Wie bereits dargestellt (vgl. Kap. 2.1.2.1, S. 3) unterliegt die α-
Untereinheit einer Beeinflussung durch den Sauerstoffgehalt, die β-Untereinheit hingegen ist 
nur zu einem vernachlässigbaren Anteil sauerstoffabhängig (BELL et al. 2005). Die Quintes-
senz der Regulierung beruht auf einer sehr kurzen Halbwertszeit von HIF-1α. Grund dafür sind 
zwei so genannte PEST-ähnliche Sequenzen (s. „PSTD“ in Kap. 2.1.2.1, S. 3), die sich im C-
terminalen Teil von HIF-1α befinden. PEST-Sequenzen zeichnen sich durch ihren hohen Ge-
halt an den Aminosäuren Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und Threonin (T) aus. Weisen 
 
1  PAS ist dabei ein Akronym aus period circadian protein (PER), aryl hydrocarbon receptor nuclear  
translocator (ARNT) und single minded protein (SIM), die ersten Proteine, in denen diese Muster  
nachgewiesen wurden (SEMENZA 1999, TAYLOR und ZHULIN 1999). 
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Proteine derartige PEST-Sequenzen auf, so haben sie in der Regel eine Halbwertszeit von 
weniger als zwei Stunden und werden einer schnellen intrazellulären Degradation zugeführt 
(TAYLOR und ZHULIN 1999, CHUN et al. 2002). Je nach Literaturangaben wird für HIF-1α 
eine Halbwertszeit von weniger als 10 Minuten (CHUN et al. 2002), weniger als 5 Minuten 
(HUANG et al. 1998, SEMENZA 1999) oder unter bestimmten Bedingungen sogar weniger als 
1 Minute (YU et al. 1998) angegeben. 
 
Abb. 2.1: Schematische Struktur des Heterodimers Hypoxia Inducible Factor-1 modi- 
fiziert nach SEMENZA (1999) und SCHOFIELD und RATCLIFFE (2004) 
Die beiden Untereinheiten HIF1-α und HIF-1β enthalten jeweils eine basische Helix-Schleife-
Helix- (bHLH-) und eine zweiteilige (A und B) PER-ARNT-SIM- (PAS-) Domäne, HIF1-α ver-
fügt zusätzlich über eine C-terminale Transaktivierungsdomäne (C-TAD) und N-terminale 
TAD (N-TAD), des Weiteren finden sich eine N- und C-terminale sauerstoffabhängige De-
gradierungs-Domäne (NODDD und CODDD), an denen über einen spezifischen Prolyl-Rest 
(Pro-402 und Pro-564) die sauerstoffabhängige Hydroxylierung erfolgt, an der C-TAD erfolgt 
ebenfalls eine Hydroxylierung an einem spezifischen Asparagyl-Rest (Asn-803), hier gibt es 
teilweise Überschneidungen mit einer Prolin-Serin-Threonin-reichen Domäne (PSTD), die 
oft mit kurzen Halbwertszeiten assoziiert ist, darüber hinaus gibt es eine transkriptionshem-
mende Domäne (ID) sowie terminale Kernlokalisierungssequenzen (N-NLS bzw. C-NLS). 
 
Es sind derzeit zwei Mechanismen des sauerstoffabhängigen Abbaus der α-Untereinheit von 
HIF-1 bekannt. Die Untersuchungen von JAAKKOLA et al. (2001) und IVAN et al. (2001) zei-
gen die spezifische Bindung des Von-Hippel-Lindau-Tumorsupressor-Proteins (pVHL) an zwei 
Prolin-Reste im Bereich der NODDD (Pro-402) und CODDD (Pro-564) auf, sofern diese durch 
die sauerstoffabhängigen Prolyl-Hydroxylasen (PHD)-Familie in einem vorangestellten Schritt 
hydroxyliert worden sind. Bei pVHL handelt es sich um eine Untereinheit eines aus mehreren 
Komponenten bestehenden Ubiquitinase-Komplexes, der infolge der Prolinhydroxylierung mit 
mindestens dreifacher Affinität an HIF-1α bindet (SCHOFIELD und RATCLIFFE 2004). Durch 
Polyubiquitinierung wird HIF-1α dem proteasomalen Abbau zugeführt (SALCEDA und CARO 
1997, HUANG et al. 1998, TAYLOR und JOBIN 2005). Bislang wurden im Zusammenhang mit 
HIF-1 bei den Säugetierspezies insgesamt drei Prolyl-Hydroxylasen (PHD1-3) identifiziert 
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(BRUICK und MCKNIGHT 2001, EPSTEIN et al. 2001, CHUN et al. 2002, IVAN et al. 2002). 
Diese unterscheiden sich einerseits in ihrer Lokalisation – sowohl im Hinblick auf ihre variable 
Expression in verschiedenen Geweben (LIEB et al. 2002, OEHME et al. 2002) als auch inner-
halb der Zellkompartimente (METZEN et al. 2003) – und andererseits im Grad der Abhängig-
keit von Sauerstoff. So befindet sich PHD1 vor allem im Zellkern, während PHD2 überwiegend 
zytoplasmatisch gelegen ist (HUANG et al. 2002, BRUICK 2003, METZEN et al. 2003). PHD3 
dagegen ist in beiden Kompartimenten zu finden, wobei BRUICK (2003) und METZEN et al. 
(2003) eine gleichmäßige Verteilung beschreiben, HUANG et al. (2002) jedoch eine vorrangig 
zytoplasmatische Lokalisation sehen. Den PHD wird insofern eine große Bedeutung zuteil, da 
diese Enzyme die eigentlichen Sauerstoff-Sensoren im HIF-1-System darstellen, weil moleku-
larer Sauerstoff für ihre Enzymaktivität einen essenziellen Faktor darstellt (LANDO et al. 
2002b, EPSTEIN et al. 2001). Die PHD2 ist laut BERRA et al. (2003) unter normoxischen 
Bedingungen hauptsächlich für die Hydroxylierung und damit den rapiden Abbau von HIF-1α 
verantwortlich. Ein Grund dafür ist wahrscheinlich die reichliche Expression von PHD2 in den 
meisten Zellen im Vergleich zu PHD1 und PHD3 (APPELHOFF et al. 2004). Hypoxie stellt 
jedoch auch einen starken Expressionsstimulus für PHD2 und PHD3 dar, was zunächst relativ 
unlogisch erscheint, da so HIF-1α auch unter hypoxischen Bedingungen der Proteolyse zuge-
führt werden würde. SCHOFIELD und RATCLIFFE (2004) sowie BERRA et al. (2003) stellen 
jedoch eindrucksvoll unter Beweis, dass dies zur schnellen Anpassung an normoxische Be-
dingungen bei Reoxygenierung durchaus Sinn ergibt, denn so kann das stabilisierte HIF-1α-
Molekül aufgrund der bestehenden Verfügbarkeit der Enzyme schnell wieder abgebaut wer-
den. 
Neben dieser Hydroxylierung an den Prolylresten der NODDD und der CODDD wurde jedoch 
von LANDO et al. (2002a) eine weitere an einem Asparagylrest (Asn-803) der C-TAD nachge-
wiesen. Das katalysierende Enzym dafür ist der so genannte factor inhibiting HIF-1 (FIH-1), 
der neben der C-TAD auch mit der ID interagiert (MAHON et al. 2001). Der den Untersuchun-
gen von METZEN et al. (2003) und LINKE et al. (2004) zufolge vorrangig im Zytoplasma loka-
lisierte FIH-1 verringert bei ausreichender Sauerstoffsättigung daher die Bindungsfähigkeit an 
die Co-Faktoren CBP bzw. p300 und hemmt so die Transkriptionsaktivierung (LANDO et al. 
2002a, MCNEILL et al. 2002, MAZURE et al. 2004). Während es sich bei PHD2 unter normoxi-
schen Zuständen um den primären Regulator der HIF-1α-Degradation handelt, reguliert FIH-
1 den Teil von HIF-1α, der der Prolylhydroxylase entgeht (MAZURE et al. 2004). 
Sowohl bei den PHD als auch bei FIH-1 handelt es sich um Eisen (Fe2+)-abhängige Enzyme, 
die Sauerstoff, α-Ketoglutarat und Ascorbat zur Hydroxylierung benötigen und somit um Ver-
treter der Superfamilie α-Ketoglutarat-abhängiger Dioxygenasen (EPSTEIN et al. 2001, 
BERRA et al. 2003, METZEN et al. 2003). Eisen als essenzieller Co-Faktor erklärt in diesem 
Zusammenhang auch eine Hypoxie-mimetische Wirkung von Eisenchelatoren wie Desferrio-
xamin (DFO) oder von Eisenantagonisten wie Cobaltchlorid (CoCl2) (MASSON und 
RATCLIFFE 2003, MAZURE et al. 2004). 
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Kommt es zu hypoxischen Zuständen, entfällt die kontinuierliche Proteolyse der α-Untereinheit 
von HIF-1, infolgedessen HIF-1α im Zytoplasma stabilisiert. Im Anschluss kommt es zu einer 
Phosphorylierung und der Hypoxie-typischen und durch die NLS vermittelten Translokation in 
den Zellkern, deren genauer Mechanismus jedoch noch nicht eindeutig geklärt werden konnte. 
Von SCHOFIELD und RATCLIFFE (2004) wird aber die Steuerung unter Normoxie durch die 
aktive Verhinderung der Translokation vermutet. Im Nukleus kommt es dann vor allem über 
die bHLH-Struktur zur Dimerisierung der α- und β-Untereinheit zu HIF-1. Das Heterodimer 
erhält dabei zusätzliche Bindungsspezifität und Stabilität durch die PAS-Domäne (TAYLOR 
und ZHULIN 1999). HIF-1 bindet dann an eine bestimmte DNA-Sequenz (G/ACGTG) die sich 
im so genannten hypoxia response element (HRE) befindet. Das HRE befindet sich vorge-
schaltet in zahlreichen Zielgenen von HIF-1, von denen bereits über 100 bis nahezu 200 
Abb. 2.2: Schematischer Überblick von Regulationsmechanismen der HIF-1-Aktivität  
Unter Normoxie wird HIF-1α im Zytoplasma an zwei Prolinresten (Pro-402 und -564) durch die 
Prolylhydroxylase 2 (PHD2) hydroxyliert (OH). Das Von-Hippel-Lindau-Tumorsupressor-Pro-
tein (pVHL) bindet an HIF-1α und es erfolgt eine Polyubiquitinierung (ubq). HIF-1α wird der 
Proteolyse zugeführt. Zusätzlich kann durch factor inhibiting HIF-1 (FIH-1) der Asparagin-Rest 
(Asn-803) hydroxyliert werden. In Folge wird die Bindung der Co-Faktoren (CBP/p300) ver-
hindert. 
Unter Hypoxie entfallen die Hydroxylierungen, HIF-1α stabilisiert, bindet die Co-Faktoren, 
transloziert in den Zellkern und dimerisiert mit HIF-1β. Es erfolgt eine Bindung an das hypoxia 
response element (HRE) und die Transkription zahlreicher Zielgene wird initiiert (z.B. Carbo-
anhydrase IX - CA IX; vascular endothelial growth factor A - VEGF A; inducible nitric oxide 
synthase - iNOS; Glukosetransporter 1 - GLUT1) 
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identifiziert worden sind (HICKEY und SIMON 2006, RANKIN und GIACCIA 2008). Einige Au-
toren gehen sogar davon aus, dass ein nicht unerheblicher Anteil aller menschlichen Gene ein 
solches HRE besitzt (SEMENZA 2003, MAZURE et al. 2004). Es folgt die Interaktion mit zahl-
reichen im Bereich der TAD bindenden Co-Faktoren, von denen CREB bzw. p300/CBP die 
wohl wichtigsten sind im Zusammenhang mit deren Wechselwirkung mit der C-TAD. Der ge-
naue Mechanismus wird von ARANY et al. (1996) sowie MASSON und RATCLIFFE (2003) 
beschrieben. Die gesteigerte transkriptionelle Aktivität wird durch Modifizieren der Chromatin-
struktur der DNA mittels Acetylierung und Umlagern von Histonproteinen durch p300 und CBP 
und somit erhöhter Bindungsaffinität für HIF-1, aber auch andere Transkriptionsfaktoren er-
reicht (GU et al. 2001). 
Eine von Sauerstoff unabhängige Regulation der Aktivität von HIF-1 ist für eine Vielzahl von 
Substanzen bereits nachgewiesen worden. Allen ist jedoch gemein, dass das Ausmaß der 
Beeinflussung durch diese Stimuli deutlich geringer ausfällt als bei der Aktivierung durch Hy-
poxie (ARSHAM et al. 2002). Einen die Synthese von HIF-1α steigernden Einfluss haben zum 
Beispiel Wachstumsfaktoren wie insulin-like growth factor 1 und 2 (IGF-1 und -2), epidermal 
growth factor (EGF) oder platelet derived growth factor (PDGF), Zytokine wie Tumornekrose-
faktor α (TNF-α) oder Interleukin 1β (IL-1β) und Hormone wie Insulin oder Östrogen (ZELZER 
et al. 1998, HADDAD und LAND 2001, STIEHL et al. 2002, TREINS et al. 2002, ZHANG et al. 
2003, ZHOU et al. 2003, KAZI und KOOS 2007, MASOUD und LI 2015). In den meisten Fällen 
erfolgt bei dieser ligandengesteuerten Aktivierung von HIF-1α eine Induktion über zwei Phos-
phorylierungswege: den Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K/Akt)-Weg und den Mitogen-akti-
vierte Proteinkinase (MAPK)-Weg (FUKUDA et al. 2002, HELLWIG-BÜRGEL et al. 2005). Bei 
dieser Form der Aktivitätsregulierung überwiegt letztlich die Synthese von HIF-1α gegenüber 
dem kontinuierlichen Abbau. Die Phosphorylierung spielt jedoch eine, wenn auch untergeord-
nete, Rolle bei der sauerstoffabhängigen Regulierung. Eine Stabilisierung von HIF-1α mit kon-
sekutiver Akkumulation im Zytoplasma über die sauerstoffunabhängige Beeinflussung der 
PHD mittels Eisenchelatoren (WANG und SEMENZA 1993), durch kompetitive Verdrängung 
des Fe2+ aus dem aktiven Zentrum dieser Enzyme mittels anderer zweiwertiger Kationen wie 
Mn2+ oder Co2+ (MASSON und RATCLIFFE 2003, MAZURE et al. 2004) oder gar die Konkur-
renz durch Stickstoffmonoxid (NO) mit Sauerstoff um das aktive Zentrum (SANDAU 2001) 
kann ebenfalls erfolgen. Des Weiteren haben auch mechanische Reize einen Einfluss auf die 
Aktivität von HIF-1, wie CHANG et al. (2003) in der glatten Muskulatur von Blutgefäßen bei 
der Ratte feststellen. Auch ein komplexer Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) 
(HÖHLER et al. 1999, WENGER 2000, KÖHL et al. 2006) oder ein negativer Effekt auf die 
Stabilität von HIF-1α über Acetylierungen durch die N-Acetyltransferase ARD-1 ist beschrie-
ben (JEONG et al. 2002, GIACCIA et al. 2003). 
 
2.1.2.3 Hypoxie- bzw. HIF-1-assoziierte Gene 
Mittlerweile sind circa 100 bis nahezu 200 Gene identifiziert worden, die ein HRE besitzen und 
aus diesem Grund durch HIF-1 vermehrt exprimiert werden (SEMENZA 2003, HICKEY und 
SIMON 2006, RANKIN und GIACCIA 2008). Als erstes Gen, das durch HIF-1 beeinflusst wird, 
wurde das für Erythropoetin identifiziert. An diesem wurde auch der Transkriptionsfaktor selbst 
entdeckt (SEMENZA und WANG 1992). Erythropoetin initiiert die Produktion von Erythrozyten, 
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durch die wiederum Sauerstoff in nahezu alle Gewebe transportiert wird. Sämtliche HIF-1-
assoziierten Gene sind in zahlreiche zelluläre Anpassungsmechanismen involviert und so 
mehr oder weniger an der Aufrechterhaltung des Sauerstoffgleichgewichts im Organismus be-
teiligt. Tab. 2.1 (S. 9) zeigt eine Auswahl an Zielgenen, auf die durch HIF-1 Einfluss genommen 
wird. 
Hierzu zählen zum Beispiel solche, die im Energiestoffwechsel eine wichtige Rolle spielen, wie 
unter anderem die Glukosetransporter 1 und 3 (GLUT1 bzw. GLUT3), die Laktatdehydro-
genase A (LDH A) oder die Phosphofruktokinase L (PFK L) (SEMENZA et al. 1994, 2003, 
SEMENZA 2003, HU et al. 2006). Ziel ist es, aufgrund der Sauerstoffunterversorgung durch 
eine vermehrte Aufnahme von Glukose in die Zelle und eine vermehrte Expression glykolyti-
scher Enzyme einen Switch von der Energiegewinnung durch Oxidation hin zur Glykolyse zu 
bewirken. 
Einen weiteren Grundpfeiler bei der Adaptation an sauerstoffarme Bedingungen stellt die Be-
einflussung der Blutversorgung dar, sowohl durch Angiogenese – die Bildung von Blutgefäßen 
– als auch durch Regulation des Blutflusses über den Gefäßtonus. Wichtige Faktoren in die-
sem Zusammenhang stellen vascular endothelial growth factor A (VEGF A) und seine Rezep-
toren vascular endothelial growth factor receptor 1 und 2 (VEGF-R1 und VEGF-R2), 
Angiopoetin 1 und 2 (Ang-1, Ang-2) oder PDGF-β hinsichtlich der Angiogenese (FORSYTHE 
et al. 1996, GERBER et al. 1997, CURRIE et al. 2002, ZHANG et al. 2003, TAKEDA et al. 
2004) sowie inducible nitric oxide synthase (iNOS), endothelial nitric oxide synthase (eNOS) 
oder Adrenomedullin über eine indirekt oder direkt gefäßerweiternde Wirkung dar (MELILLO 
1995, CORMIER-REGARD et al. 1998, COULET et al. 2003). 
Auch dem pH-Anstieg durch den vermehrten Anfall von Laktat im Rahmen der bei Hypoxie 
gesteigerten Glykolyse wird durch Enzyme wie Carboanhydrase IX (CA IX) entgegengewirkt 
(WYKOFF et al. 2000). 
Des Weiteren gibt es Zielgene, die an Zellwachstum und –untergang beteiligt sind. Dazu ge-
hören zum Beispiel IGF-1 und IGF-2 sowie transforming growth factor α und β (TGF-α und 
TGF-β) oder Nip3 (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3) (BRUICK 2000, 
MASOUD und LI 2015). 
Selbst die Verbindung zwischen Entzündungen und HIF-1 wird von SCHEID et al. (2002) be-
schrieben, die erhöhte HIF-1α-Konzentrationen an artifiziell geschaffenen Wundrändern im 
Rahmen der inflammatorischen Phase der Wundheilung vorfinden, oder ALBINA et al. (2001), 





Tab. 2.1: Auswahl an Genen, die über den HIF-1-Signalweg reguliert werden 
Zellproliferation und Apoptose Angiogenese 
IGFBP-1 TAZUKE et al. 1998 VEGF A FORSYTHE et al. 1996 
IGF-2 FELDSER et al. 1999 VEGF-R1 GERBER et al. 1997, TAKEDA et 
al. 2004 
TGF-α HICKEY und SIMON 2006, 
ALBINA et al. 2001 
VEGF-R2 TAKEDA et al. 2004 
TGF-β HICKEY und SIMON 2006 PDGF-β ZHANG et al. 2003 
Nip3 BRUICK 2000 Ang-1 CURRIE et al. 2002 
p21 GODA et al. 2003 Ang-2 CURRIE et al. 2002 
Energiestoffwechsel Blutfluss/Durchblutung 
GLUT1 EBERT et al. 1995, PARK et al. 
2016 
iNOS MELILLO 1995 
GLUT3 MASOUD und LI 2015, PARK 
et al. 2016 
eNOS COULET et al. 2003 
Aldolase A SEMENZA et al. 1994, 
SEMENZA et al. 1996 
Adrenome-
dullin 
CORMIER-REGARD et al. 1998 
PFK L SEMENZA et al. 1994 ANP CHUN et al. 2003 
Hexo-
kinase 2 
RIDDLE et al. 2000 Endothelin-1 MINCHENKO und CARO 2000, 
CAMENISCH et al. 2001 
LDH A SEMENZA et al. 1996   
Entzündung Stoffwechsel der EZM 
IL-8 DESBAILLETS et al. 1997 MMP-2 BEN-YOSEF et al. 2002 
CXCR4 STALLER et al. 2003 Fibronectin WIAFE et al. 2017 
SDF-1 HITCHON et al. 2002 4-PH α-1 TAKAHASHI et al. 2000 
Säure-Base-Haushalt Erythropoese 
CA IX WYKOFF et al. 2000 Erythropoetin SEMENZA und WANG 1992 
Legende zu Tab. 2.1: 
IGFBP-1: insulin-like growth factor binding protein 1; IGF-2: insulin-like growth factor 2; TGF-α: trans-
forming growth factor α; TGF-β: transforming growth factor β; Bnip3: BCL2/adenovirus E1B 19 kDa 
protein-interacting protein 3; p21: Cyclin dependent kinase inhibitor 1; VEGF A: vascular endothelial 
growth factor A; VEGF R1: vascular endothelial growth factor receptor 1; VEGF-R2: vascular en-
dothelial growth factor receptor 2; PDGF-β: platelet-derived growth factor β; Ang-1: Angiopoetin 1; 
Ang 2: Angiopoetin 2; GLUT1: Glukosetransporter 1; GLUT3: Glukosetransporter 3; PFK L: Phos-
phofruktokinase L; LDH A: Laktatdehydrogenase A; iNOS: inducible nitric oxide synthase; eNOS: 
endothelial nitric oxide synthase; ANP: atriales natriuretisches Peptid; IL-8: Interleukin 8; CXCR4: 
CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4; SDF-1: stromal cell-derived factor 1; MMP-2: Matrix Metallopro-






Um den Sauerstoffgehalt direkt innerhalb von Geweben zu bestimmen, bedarf es vergleichs-
weise invasiver und technisch aufwendiger Methoden wie zum Beispiel der polarografischen 
Sauerstoffmessung mittels Elektroden, die unmittelbar in das Gewebe eingebracht werden 
müssen. Um dabei eine Aussage zur Verteilung des Sauerstoffs innerhalb des Gewebes tref-
fen zu können, sind multiple Messungen notwendig, wie zum Beispiel GATENBY et al. sie 
bereits 1988 bei der intratumoralen Sauerstoffgehaltsbestimmung beschreiben. Aufgrund der 
logistischen und vor allem technischen Herausforderungen der direkten Oxymetrie wurde nach 
leicht zugänglichen und einfach zu messenden Surrogatparametern gesucht, anhand derer 
eine Hypoxie nachgewiesen werden kann. Ein wichtiges Kriterium stellte zudem die Anwend-
barkeit an archiviertem Gewebematerial dar (VAUPEL und MAYER 2007). Aufgrund des Zu-
sammenhangs der Expression zahlreicher Proteine mit Hypoxie über den HIF-1-Signalweg, 
ist die logische Konsequenz, diese Downstream-Produkte als endogene bzw. intrinsische Mar-
ker für eine Sauerstoffunterversorgung anzusehen. Dabei ist eine kritische Beurteilung der 
Eignung als solche jedoch zwingend erforderlich, da verschiedene Untersuchungen zeigen, 
dass keines dieser Proteine alleinig durch die Verfügbarkeit von Sauerstoff beeinflusst wird. 
Ein ausführliches Review dazu geben BILTON und BOOKER (2003). Die hier im Folgenden 
besprochenen Proteine werden allerdings, insbesondere aufgrund ihrer prognostischen Be-
deutung in der Tumormedizin, relativ einheitlich als etablierte Marker für Hypoxie angesehen. 
 
2.2.1 Glukosetransporter 1 
Bei allen Säugetieren wird der 
Transport von Zuckermolekülen 
durch spezielle Transportproteine 
realisiert. Dabei handelt es sich um 
lösliche Carrierproteine aus der Fa-
milie der SLC2A (solute carriers 2A). 
Bislang wurden 16 Mitglieder dieser 
Familie identifiziert, die man unter 
dem Proteinsymbol GLUT zusam-
menfasst. Bei den GLUT handelt es 
sich um membranöse Glykoproteine 
mit zwölf transmembranären Domä-
nen, die den Transport von Glukose 
oder Fruktose durch die Zellmem-
bran katalysieren (JOOST et al. 
2002). In Abhängigkeit von der Sub-
stratspezifität sowie strukturellen 
Gemeinsamkeiten werden sie, wie 
in Abb. 2.3 dargestellt, den drei Sub-
familien zugeordnet. Beim Men-
schen ist die gewebespezifische 
Expression dieser Transport-
Abb. 2.3: Ein Teil der Glukosetransporter-Subfamilien, 
deren gewebspezifische Expression und 
verwandschaftliche Beziehungen durch ähn- 
liche Aminosäuresequenz, nach JOOST et al. 





proteine relativ gut untersucht. Der Glukosetransporter 1 (GLUT1) kommt bei allen Säugetie-
ren nahezu ubiquitär vor und ermöglicht eine insulinunabhängige (basale) Glukoseversorgung. 
Er findet sich vor allem in Erythrozyten, im Gehirn, in Endothelien und in Keratinozyten 
(BEHROOZ und ISMAIL-BEIGI 1997). 
In der Humanmedizin wird GLUT1 als Marker für vor allem chronische Hypoxie angesehen 
(XIA et al. 1997, ABBONDATI et al. 2013). Das Transportprotein wird in den meisten normalen 
Geweben exprimiert, zeigt aber zum Beispiel in bestimmten Tumoren eine vermehrte Expres-
sion und wird mit kürzeren Überlebensraten und erhöhter Malignität assoziiert (COOPER et 
al. 2003, HERNÁNDEZ et al. 2005). Die Untersuchung der GLUT1-Expression in tierischem 
Gewebe wurde bislang vergleichsweise wenig durchgeführt. In Anlehnung an die humanme-
dizinischen Ansätze hinsichtlich des Ableitens prognostischer Faktoren untersuchten zwei Ar-
beitsgruppen die GLUT1-Expression in kaninen Sarkomen. Eine Expression des 
Glukosetransporters konnte in beiden Studien nachgewiesen werden. Während PETTY et al. 
(2008) keine statistisch signifikanten Zusammenhänge zwischen GLUT1-Expression und re-
zidivfreiem Intervall, Überlebenszeit oder dem Anteil an Nekrose im Tumor feststellen konnten, 
wiesen ABBONDATI et al. (2013) in histiozytären Sarkomen, einer hochmalignen Tumorart, 
im Vergleich zu gut differenzierten Weichteilsarkomen eine signifikant höhere GLUT1-
Expression nach. Beim Pferd konnte GLUT1 in den Keratinozyten der Huflederhaut nachge-
wiesen werden (ASPLIN et al. 2011). Auch das equine Endometrium und die Fruchthüllen sind 
Ziel der vergleichsweise aktuellen Untersuchungen von GIBSON et al. (2018): Sie untersuch-
ten die Expression von GLUT1 und anderen Vertretern der SLCA2-Familie, da der Konzeptus 
in der frühen Embryonalentwicklung auf Glukose als einziges energielieferndes Substrat an-
gewiesen ist. In den ersten 40 Tagen der Trächtigkeit erfolgt die Glukoseaufnahme ausschließ-
lich über die in der Histiotrophe verfügbare Glukose, danach unterstützt die histiotrophe 
Glukoseversorgung den Glukosetransport über die endgültige Plazenta. Ein Anstieg der Ex-
pression von SLC2A-Proteinen in den Fruchthüllen erfolgte ab Tag 14 der Trächtigkeit. Vor 
allem GLUT1 zeigte eine deutliche Expression im apikalen Trophektoderm und dem Entoderm. 
 
2.2.2 Vascular Endothelial Growth Factor A 
Bei der Familie der vascular endothelial growth factors (VEGF) handelt es sich um eine Po-
lypeptidfamilie, deren Vertretern allen eine Proteinstruktur namens Cystinknoten gemein ist. 
Dieser besteht aus acht Cystein-Resten, die ringförmig über Disulfidbrücken miteinander ver-
bunden sind. Namensgebend ist Cystin, ein Disulfid aus zwei Cystein-Molekülen (HOLMES 
und ZACHARY 2005). Die bislang identifizierten Mitglieder sind der placental growth factor 
(PLGF), VEGF A, VEGF B, VEGF C, VEGF D und die viralen VEGF E. Sie unterscheiden sich 
vor allem in ihren Affinitäten und ihrem Bindungsverhalten zu den vascular endothelial growth 
factor receptors (VEGF-R). Bereits 1983 wurde VEGF A als Gründungsmitglied dieser Super-
familie aus Hormonen und extrazellulären Signalmolekülen entdeckt und wird seither als 
Schlüsselmolekül der physiologischen Blutgefäß(neu)bildung (z. B. im Rahmen der Embryo-
genese und Entwicklung), aber auch bei der pathologischen Angiogenese (z.B. im Rahmen 
der Tumorvaskularisierung oder bei anderen Gefäßerkrankungen) angesehen (FERRARA et 
al. 2003, HOLMES und ZACHARY 2005). VEGF A, der auch vascular permeability factor 
(VPF), genannt wird, liegt innerhalb des Tierreichs als hochkonserviertes, ca. 34 bis 45 kDa 
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großes Protein vor (FERRARA 1992, HOUCK et al. 1992). Je nach Literaturangaben existieren 
mindestens vier (POLVERINI 2002), fünf (HARRY und PALEOLOG 2003) bzw. sieben 
(ROBINSON und STRINGER 2001, HOLMES und ZACHARY 2005) Spleiß-Varianten. Je 
nach Länge der Aminosäuresequenz des Proteins werden die Isoformen VEGF A121, (VEGF 
A145,) VEGF A165, (VEGF A165b,) (VEGF A183,) VEGF A189 und VEGF A206 unterschieden. Die 
beiden Hauptisoformen des VEGF A beim Menschen sind VEGF A121 und VEGF A165 bzw. 
deren Äquivalente bei den Säugetieren. Einige Isoformen werden sezerniert (VEGF A121, 
VEGF A165) während andere zelloberflächen-assoziiert oder an die EZM gebunden bleiben 
Abb. 2.4: Rolle der VEGF-Rezeptoren bei verschiedenen Zelltypen nach FERRARA 
et al. (2003) 
VEGF-R1 und VEGF-R2 werden auf der Oberfläche der meisten Blutgefä-
ßendothelzellen exprimiert, demgegenüber kommt VEGF-R3 fast aus-
schließlich auf Lymphgefäßendothel vor. VEGF A bindet sowohl VEGF-R1 
als auch -R2. Im Gegensatz dazu interagieren PLGF und VEGF B nur mit 
VEGF-R1. Das Orf-virale VEGF E ist ein selektiver VEGF-R2-Agonist. VEGF 
C und D binden VEGF-R2 und -R3. Es gibt viele Belege für die Hauptrolle 
von VEGF-R2 bei der Endothelzellproliferation durch Zellteilung und dem 
Überleben der Endothelzellen sowie der Angiogenese und der mikrovasku-
lären Permeabilität. Demgegenüber löst VEGF-R1 kein wirksames endothe-
liales Mitosesignal aus und hemmt, vor allem während der frühen 
Embryonalentwicklung durch kompetitive Bindung von VEGF, die Interaktion 
mit VEGF-R2. Diese „Lockvogel-Rolle“ könnte auch von der löslichen VEGF-
R1-Splicing-Variante eingenommen werden. Dennoch hat VEGF-R1 eine 
vermittelnde Rolle bei der Chemotaxis von Monozyten inne. Auch bei häma-
topoetischen Stammzellen und leukämischen Zellen mediieren VEGF-R1 
und -R2 wahrscheinlich chemotaktische und Überlebenssignale 
Legende: 
PLGF: placental growth factor; VEGF: vascular endothelial growth factor; R1: 
VEGF-Receptor 1; R2: VEGF-Receptor 2; R3: VEGF-Receptor 3; uPA: uroki-
nase-type plasminogen activator; tPA: tissue plasminogen activator; MMP 9: 
Matrix Metalloproteinase 9 
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(VEGF A189, VEGF A206). Dies liegt in ihrem biochemischen Verhalten (sauer oder basisch) 
sowie ihrer Fähigkeit, Heparin zu binden, begründet (HARRY und PALEOLOG 2003). Im Fol-
genden werden die VEGF-A-Isoformen als VEGF A zusammengefasst. 
In Abb. 2.4 (S. 12) ist schematisch die VEGF-vermittelte Angiogenese dargestellt. Dabei sei 
darauf hingewiesen, dass unter dem Begriff Angiogenese die Entstehung neuer Blutgefäße 
durch Sprossung oder Teilung bereits bestehender Blutgefäße verstanden wird. Sie findet zeit-
lebens im Zusammenhang mit unterschiedlichen physiologischen und pathologischen Vorgän-
gen statt (beispielsweise Wundheilung, Entzündung oder Tumorwachstum). Diesem Prozess 
steht die Vaskulogenese gegenüber, die im Wesentlichen nur während der Embryonalentwick-
lung stattfindet und bei der aus Stamm- bzw. Vorläuferzellen eine de-novo-Synthese von Ge-
fäßen auftritt (RISAU und FLAMME 1995, KROCK et al. 2011). 
VEGF A wird BERSE et al. (1992) und POLVERINI (2002) zufolge in zahlreichen Geweben 
und Zelltypen exprimiert und bindet vor allem an die Tyrosin-Kinase-Rezeptoren VEGF-R1 
und VEGF-R2. Daneben existiert VEGF-R3 als dritter hochaffiner Transmembranrezeptor. 
Diese VEGF-Rezeptoren werden vor allem von Endothelzellen exprimiert (NEUFELD et al. 
1999, VEIKKOLA und ALITALO 1999) und in der Literatur unterschiedlich bezeichnet2. Es gilt 
als gesichert, dass vor allem über den VEGF-R2 die pro-angiogene Wirkung des VEGF A 
vermittelt wird (GALE und YANCOPOULOS 1999, FELMEDEN 2003, HARRY und 
PALEOLOG 2003). Vor allem eine Proliferation, Migration, Sprossung und Röhrenbildung von 
Endothelzellen wird über die VEGF-A/VEGF-R2-Interaktion laut GALE und YANCOPOULOS 
(1999) initiiert. Über die Bedeutung der Bindung an VEGF-R1 herrscht Uneinigkeit (FERRARA 
et al. 2003). Diskutiert werden u.a. eine Beteiligung an mitogenen Signalen (MARU et al. 1998) 
sowie eine Förderung von Zellmigration und Organisation von Blutgefäßen (FELMEDEN 
2003). Wiederum wird eine lösliche Isoform des Rezeptors für einen negativen Feedbackme-
chanismus zur Verhinderung einer überschießenden VEGF-A-Reaktion verantwortlich ge-
macht (KENDALL und THOMAS 1993, BLANN et al. 2002). PARK et al. (1994) sehen in 
VEGF-R1 jedoch eher einen kompetitiven Rezeptor, der durch seine hohe Bindungsaffinität 
zu VEGF A einer überschießenden endothelialen Proliferation vorbeugt, da die über ihn aus-
gelöste Tyrosin-Autophosphorylierung zu schwach ist, um ein Signal auszulösen und so nur 
ein geringer Anteil an die anderen tatsächlch signalauslösenden Rezeptoren bindet. VEGF-
R3 wird hingegen vor allem vom Lymphgefäßendothel exprimiert (KAIPAINEN et al. 1995). 
Ihm soll nach STACKER et al. (2001) vor allem eine Bedeutung bei der Entwicklung und dem 
Wachstum von Lymphgefäßen zukommen. 
Durch VEGF A kann man in vivo eine Erhöhung der vaskulären Permeabilität beobachten. 
Dies spielt insbesondere bei der Initiation der Angiogenese eine entscheidende Rolle, da über 
die freigesetzten Mediatoren die Konformation der EZM so beeinflusst wird, dass das Wachs-
tum durch Sprossungs- und Spaltungsvorgänge aus bestehenden Blutgefäßen optimal verlau-
fen kann (DVORAK et al. 1995). Demgegenüber konnte in vitro ein Abbau der benachbarten 
extrazellulären Matrix sowie eine Förderung der endothelialen Proliferation und Migration 
 
2  VEGF-R1 syn. Flt-1… fms-related tyrosine kinase-1 
VEGF-R2 syn. Flk-1… fetal liver kinase 1, syn. KDR… kinase insert domain receptor 
VEGF-R3 syn. Flt-4… fms-related tyrosine kinase-4 
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durch die Wirkung von VEGF A auf Endothelzellen beobachtet werden. Außerdem wurde die 
Ausbildung von Endothelzellröhren stimuliert (PEPPER et al. 1996, POLVERINI 2002). 
Angiogenese spielt in zahlreichen physiologischen und pathologischen Prozessen eine ent-
scheidende Rolle. Aus diesem Grund sind Angiogenese und insbesondere VEGF A und seine 
Rezeptoren seit nahezu drei Dekaden intensiver Gegenstand der Forschung. Dies beweisen 
Studien über die Funktionen dieser pro-angiogenen Faktoren zum Verständnis und zur Beein-
flussung der Wundheilung (FRANK et al. 1995, BARRIENTOS et al. 2008, CHEN et al. 2008) 
oder solche im Zusammenhang mit Tumorwachstum (SENGER et al. 1993, BANKS et al. 
1998, CARMELIET 2005). Im Rahmen physiologischer Prozesse wirken die Angiogeneseak-
tivatoren und -inhibitoren koordinierend auf die Induktion und Aufrechterhaltung der Blutge-
fäßneubildung für einen definierten Zeitraum ein: beispielsweise um einem alterierten Gewebe 
ausreichend Nährstoffe zur Regeneration zur Verfügung zu stellen oder, wie im Falle des hu-
manen Endometriums, auf die Nidation der befruchteten Eizelle vorzubereiten und bei Aus-
bleiben der Befruchtung die hochvaskularisierte Schleimhaut während der Menstruation 
abzustoßen (ROGERS 1996). Bereits CHARNOCK-JONES et al. haben 1993 die Expression 
von VEGF A im menschlichen Uterus beschrieben. Aber auch im Tierreich ist ein konzeptions-
fähiges Endometrium für alle Säugetierspezies die Grundlage erfolgreicher Reproduktion, da-
her stellt insbesondere der weibliche Reproduktionstrakt ein interessantes Forschungsgebiet 
zur Überprüfung der Relevanz angiogener Faktoren dar. Vor allem die folgenden Studien im 
Tier zur Expression von VEGF A auf Nukleinsäure- und Proteinebene in Abhängigkeit vom 
Sexualzyklus und der Trächtigkeit sind Bestandteil der Forschung: 
POSTEK et al. (2006) und KACZMAREK et al. (2008) zeigen zyklusabhängige Unterschiede 
in der Expression von VEGF A und seinen beiden Rezeptoren im porzinen Uterus bzw. sub-
ovariellen Gefäßplexus. Eine erhöhte VEGF-A-Expression im Zusammenhang mit den HIF 
wird von AGAOGLU et al. (2015) vor allem ab dem 30. Trächtigkeitskeitstag im felinen Uterus 
nachgewiesen. Das equine Endometrium wurde bereits 2007 von ALLEN et al. hinsichtlich 
VEGF A und seiner Rezeptoren untersucht. Sie beschreiben im Wesentlichen eine stärkere 
Expression im Östrus mit Unterschieden der Immunreaktivität von VEGF-R1 und -R2. Alle drei 
Proteine werden im Rahmen der Trächtigkeit stärker exprimiert, wobei auch hier Unterschiede 
zwischen früher, mittlerer und später Trächtigkeit bestehen. 
 
2.2.3 Inducible Nitric Oxide Synthase 
Stickstoffmonoxid (NO) als anorganisches Molekül gehört zu den sezernierten bioaktiven Sub-
stanzen von Säugetieren mit dem kleinsten Molekulargewicht. Seit Mitte der 1980er Jahre 
steht NO unter anderem aufgrund seiner Beteiligung an verschiedenen Funktionen im leben-
den Organismus im Mittelpunkt zahlreicher Forschungen. Dazu zählen die Regulation des Ge-
fäßtonus oder Neurotransmission sowie eine Rolle bei der Vermittlung der Immunantwort 
(NATHAN 1992). Aufgrund des Vorkommens in einer Vielzahl von Zelltypen wurde relativ 
schnell die Frage nach dem Synthesemechanismus des Moleküls im Organismus laut. NO 
wird durch die oxidative Desaminierung der semi-essenziellen Aminosäure L-Arginin gebildet. 
Das katalysierende Enzym dabei ist die nitric oxide synthase (NOS) (PALMER et al. 1988). 
Von diesem Enzym existieren drei Isoformen: die endothelial NOS (eNOS), die vor allem in 
Endothelzellen exprimiert wird, die neuronal NOS (nNOS), welche man in bestimmten 
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Neuronen des Gehirns findet, und eine inducible NOS (iNOS), die vor allem in neutrophilen 
Granulozyten, Makrophagen und anderen Zelltypen vorkommt (MONCADA et al. 1991). Auf-
grund seiner transkriptionellen Induzierbarkeit durch Zytokine und bakterielle Endotoxine ist 
iNOS sowohl bei der Abwehr von Infektionserregern als auch Tumoren involviert. Mittlerweile 
geht man davon aus, dass iNOS in jeder kernhaltigen Zelle exprimiert werden kann, sofern 
der entsprechende Stimulus vorliegt (FÖRSTERMANN et al. 1994, FÖRSTERMANN 2000). 
Für die Aktivität von iNOS wurde von MELILLO (1995) auch eine Abhängigkeit vom Sauer-
stoffgehalt nachgewiesen. Während eNOS und nNOS überwiegend konstitutiv vorhanden sind 
und NO in vergleichsweise kleinem Umfang produzieren, ist iNOS vor allem in Makrophagen 
dazu in der Lage (nach Aktivierung) sehr schnell, sehr große Mengen an NO freizusetzen 
(LOWENSTEIN 1994, FÖRSTERMANN und SESSA 2012). Studien von FÖRSTERMANN et 
al. (1995) lassen jedoch vermuten, dass eine Induktion der constitutive NOS (cNOS; = eNOS 
und nNOS) ebenfalls möglich ist und iNOS in einigen Geweben primär gegenwärtig ist. Ein 
weiterer Unterschied ist die Abhängigkeit von Calcium für die beiden cNOS, während iNOS 
unabhängig vom Calcium agiert (LOWENSTEIN 1994). Als limitierende Faktoren bei der Syn-
these von NO wird vor allem die Verfügbarkeit des Subtrates (L-Arginin) und der Co-Faktoren 
(NADPH – Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, FMN – Flavinmononucleotid, 
FAD – Flavin-Adenin-Dinukleotid, THB – Tetrahydrobiopterin und reduzierte Thiole) angese-
hen (MORRIS und BILLIAR 1994, DAVIES et al. 1995, KELLY et al. 1996). Während nNOS 
und iNOS rein zytoplasmatisch gelegen sind, kann eNOS auch membrangebunden vorkom-
men (GRIFFITH und STUEHR 1995). 
Durch die Induktion via Lipopolysaccharid (LPS) und zahlreichen anderen Zytokinen (u. a. 
TNF, NF-κB – nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells, Interferon-γ, IL-
1 – Interleukin 1), die in einem Zusammenhang mit entzündlichen Prozessen stehen, spielt 
iNOS bei zahlreichen pathologischen und physiologischen Vorgängen eine Rolle (GELLER et 
al. 1993, LOWENSTEIN et al. 1993, GRIFFITH und STUEHR 1995). Einen Meilenstein der 
NO- bzw. iNOS-Forschung stellt die Entdeckung ihrer Funktion im Zusammenhang mit Repro-
duktion und Fruchtbarkeit dar. Nicht nur beim Menschen, sondern auch beim Pferd ist das NO-
System in zahlreichen Studien vor allem im Ovar und Uterus Gegenstand aktueller Untersu-
chungen. Einen Überblick zum vergleichsweise aktuellen Status und zukünftigen Aspekten 
erhält man im Review-Artikel von KHAN et al. (2015). Im Folgenden werden ausgewählte Un-
tersuchungen beim Pferd kurz aufgeführt: 
HA et al. (2004) weisen alle drei Isoformen der NOS im Hoden und Nebenhoden beim Hengst 
nach und zeigen, dass die Expression in den unterschiedlichen Zelltypen variiert. Eine Abhän-
gigkeit von Zyklus und Gravidität bei der Expression von eNOS und iNOS im Uterus der Stute 
wurde von WELTER et al. (2004) mittels Immunhistologie untersucht. Auch ROBERTO DA 
COSTA et al. (2007) haben durch immunhistologische Untersuchungen die Expression dieser 
beiden NOS in den verschiedenen Zelltypen des Endometriums in unterschiedlichen Zyk-
lusstadien nachgewiesen und zusätzlich mittels Western Blot quantifiziert. Aufgrund der ver-
muteten Beteiligung an der Regulation von Entzündungsmediatoren untersuchten 
WOODWARD et al. (2013) die iNOS-Expression auf mRNA- und Proteinebene sowie den in-
trauterinen NO-Gehalt von Stuten, die empfänglich für bzw. resistent gegen die persistent 
breeding-induced endometritis (PBIE) sind. Eine ähnlich geartete Studie wurde bereits 2005 
von ALGHAMDI et al. durchgeführt, die im Gegensatz zu der erstgenannten Studie keine 
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Unterschiede zwischen den beiden Gruppen feststellen konnten. Auch im Ovar wurde von 
FERREIRA-DIAS et al. (2011) die Expression von iNOS und eNOS im Zusammenhang mit 
den Gelbkörperphasen nachgewiesen. 
All diese Studien zeigen das zunehmende Forschungsinteresse am NO-System im Reproduk-
tionstrakt und verdeutlichen, dass die genauen (patho-)physiologischen Mechanismen noch 
nicht in Gänze bekannt sind. 
 
2.2.4 Carboanhydrase IX 
1933 wurde die erste Carboanhydrase aus Erythrozyten von MELDRUM und ROUGHTON 
isoliert. Dies legte den Grundstein für die Charakterisierung einer Vielzahl an Isoenzymen beim 
Säugetier, die bis heute intensiv untersucht werden. Bei der Carboanhydrase handelt es sich 
um ein Zink-Metalloenzym. Sie katalysiert die reversible Hydrierung von Kohlenstoffdioxid 
(CO2) zu Kohlensäure (H2CO3), die spontan zu Hydrogenkarbonat (HCO3-) und einem Proton 
(H+) zerfällt: 
 
CO2 + H2O ⇌ H2CO3 ⇌ HCO3- + H+ 
 
Durch diese ubiquitär in der Natur vorkommende Reaktion spielt sie eine entscheidende Rolle 
bei der Regulation des pH-Wertes. Bei Tieren sind bislang elf paraloge Isoformen der α-Car-
boanhydrasen bekannt, vier weitere sog. CA-related-polypeptides (CA-RP) wurden identifi-
ziert. Diese sind zwar vorhanden, aber inaktiv, da ihnen ein oder mehrere Histidin-Rest(e) zur 
Bindung des Zink im aktiven Zentrum fehlen (POTTER und HARRIS 2003). Es existieren wei-
terhin die Familien der β- und γ-Carboanhydrasen, welche jedoch keine bedeutenden Se-
quenzhomologien aufweisen und sich in ihrer phylogenetischen Herkunft unterscheiden 
(TRIPP et al. 2001). Sie werden mit CA (Carboanhydrase) bezeichnet und mit arabischen oder 
römischen Ziffern durchnummeriert. Einen ausführlichen Überblick über diese Enzymgruppe 
geben SLY und HU (1995) sowie ergänzend POTTER und HARRIS (2003). Tab. 2.2 (S. 17) 
zeigt eine Übersicht zu den Isoformen der CA. Unterschiede gibt es vor allem hinsichtlich ihrer 
Gewebespezifität sowie ihrer Lokalisation innerhalb der Zellkompartimente. Die Isoenzyme 
weisen demzufolge eine relativ inhomogene Distribution innerhalb von Geweben, Organen 
und Zellen auf. Dies legt den Schluss nahe, dass innerhalb der Enzymgruppe unterschiedliche 
Funktionen wahrgenommen werden. Die Regulation des Säure-Base-Haushaltes, eine Betei-
ligung am Ionentransport, dem Gasaustausch, dem Knochenumbau und dem Schutz von 
Schleimhäuten zählen zu ihren Wirkungskreisen. 
Dem Glykoprotein CA IX wird eine besondere Bedeutung zuteil: Mehrere, vor allem human-
medizinische, Studien haben ergeben, dass diese membranständige Isoform gehäuft mit Tu-
moren assoziiert auftritt. CA IX wurde Mitte der 90er Jahre das erste Mal beschrieben 
(OPAVSKÝ et al. 1996). Eine physiologische Expression von CA IX konnten IVANOV et al. 
(2001) mittels Northern Blot im Magen und zu einem deutlich geringeren Teil auch in Herz, 
Leber, Pankreas und Speicheldrüse nachweisen. Auf Proteinebene konnte CA IX mittels im-
munhistologischer Untersuchugen im Gastrointestinaltrakt (inkl. Gallenblase und -gangsys-
tem) sowie im Ovar und Hoden nachgewiesen werden. Bei Untersuchungen an der humanen 
Zervixkarzinom-Zelllinie HeLa wurde von ZÁVADA et al. (1993) ein Anstieg der CA-IX-
LITERATURÜBERSICHT 17 
 
Konzentration mit zunehmender Zelldichte nachgewiesen. In den Folgejahren wurde CA IX in 
einer Vielzahl von humanen Tumoren nachgewiesen und ist in Weichteilsarkomen oft mit einer 
schlechteren Prognose vergesellschaftet (NORDSMARK et al. 2001, MÅSEIDE et al. 2004). 
Des Weiteren geht die CA-IX-Expression in Zervixkarzinomen ebenfalls mit einer schlechteren 
Prognose bei gleichzeitig vermindertem Ansprechen auf Chemo- oder Strahlentherapie einher 
(LIAO et al. 1994, HEDLEY et al. 2003). Der Grund dafür liegt wahrscheinlich in der Assozia-
tion von CA IX mit Hypoxie. Ein HRE im entsprechenden Gen wurde von WYKOFF et al. (2000) 
identifiziert. Sie beschreiben außerdem eine sauerstoffunabhängige konstitutiv hohe Expres-
sion von CA IX in Zelllinien mit defektem pVHL. 
Tab. 2.2: Übersicht über die Lokalisation der Carboanhydrase-Isoformen (CA) beim Men-
schen mit Lokalisation auf subzellulärerer und Gewebsebene (SLY und HU 1995, 
MORI et al. 1999, CHIA et al. 2001, KIVELÃ et al. 2001, LEHTONEN et al. 2004, 





Vorkommen im Gewebe 
CA I 
zytoplasmatisch 
Blut (Erythrozyten), Dickdarm, Auge, u. a. 
CA II nahezu ubiquitär 
CA III v. a. Skelettmuskel 
CA VII Speicheldrüse 
CA XIII 




v. a. Leber 
CA VB 









Niere, kapilläres Endothel in Auge, Herz- und Skelettmuskel 
CA IX v. a. in Karzinomen, kaum in normalem Gewebe 
CA XII 
v. a. in Kolon, Niere, Prostata, Darm und aktivierten Lympho-
zyten; stärkste Expression in Nierzellkarzinomen 
CA XIV v. a. im zentralen Nervensystem 
 
Auch in der Tiermedizin gewinnt CA IX an Bedeutung im Zusammenhang mit der prognosti-
schen Bewertung von Tumoren. In der bereits in Kap. 2.2.1 (S. 10 f.) beschriebenen Untersu-
chung von ABBONDATI et al. (2013) wurde korrespondierend zur Humanmedizin auch die 
CA-IX-Expression in Weichteilsarkomen und histiozytären Sarkomen untersucht. Es konnten 
jedoch keine Unterschiede festgestellt werden. JEN et al. (2008) zeigten eine Expression von 
CA IX und anderen Isoenzymen in normalem Mammagewebe beim Hund und vermuten eine 
Beteiligung bei der Entwicklung des Mammagewebes sowie der Milchsekretion. Eine Expres-
sion in benignen und malignen Mammatumoren konnte ebenfalls nachgewiesen werden, eine 
Aussage zur prognostischen Relevanz allein auf Basis der CA-IX-Expression ließ sich jedoch 
nicht ableiten. Dass die Expression von CA IX auch im Speziesvergleich interessant sein 
könnte, zeigt HILVO (2004) durch Nachweis von CA IX bei Mäusen in teils anderen Geweben 
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als beim Menschen oder der Ratte, auch wenn der Gastrointestinaltrakt, vor allem der Magen, 
ebenfalls die deutlichste und höchste Expression aufwies. 
Im weiblichen Reproduktionstrakt von Kaninchen konnten Carboanhydrasen bereits 1970 von 
MCINTOSH nachgewiesen werden. Tierartvergleichende Studien folgten bereits im Jahr 1975 
durch FRIEDLEY und ROSEN bei Mäusen, Ratten, Meerschweinchen, Kaninchen, Katzen, 
Hunden und Menschen. Eine CA-Expression im Zusammenhang mit der Trächtigkeit wurde 
bei der Studie von RIDDERSTRÅLE et al. (1997) durch vergleichende immunhistologische 
Untersuchungen an Plazenten von Schweinen, Pferden, Rindern, Ratten sowie vom Mink und 
an menschlichen Plazenten überprüft. Vor allem für das maternale und fetale Kapillarendothel 
konnte eine Immunreaktivität nachgewiesen werden. Daraus schlussfolgern die Autoren eine 
Rolle bei der Erleichterung des CO2-Abtransports vom Fetus zur Mutter. 
 
2.2.5 Bedeutung in der Medizin und Forschung 
In den letzten Jahrzehnten sind Hypoxiemarker zunehmend in den Fokus der Forschung ge-
rückt. Aufgrund ihrer teils herausragenden Rolle bei der Anpassung an hypoxische Stoffwech-
selsituationen, um das Überleben einer Zelle bei diesen widrigen Bedingungen zu 
gewährleisten (s. auch Tab. 2.1, S. 9), sind sie vor allem im Bereich der Tumorbiologie inte-
ressante Targets. Aufgrund des autonomen Wachstums und Stoffwechsels von Neoplasien 
kann es, insbesondere in Abhängigkeit von deren Größe, zu hypoxischen Zuständen infolge 
einer nicht nachkommenden Blutgefäßversorgung kommen. Die Folge sind zum Beispiel Nek-
rosen, die ein etabliertes Malignitätskriterium von Tumoren darstellen. Zur Sicherung des 
Überlebens der Tumorzellen werden diese Hypoxiemarker potenziell vermehrt exprimiert wer-
den. Anhand der Expression solcher Marker können teilweise prognostische Schlüsse hin-
sichtlich der Invasivität oder des Ansprechens auf Strahlen- bzw. Chemotherapie gezogen 
werden (HANSEN et al. 2011, KRAWCZYK et al. 2019). Die gezielte Beeinflussung der vom 
Tumor exprimierten Hypoxiemarker hat somit theoretisch das Potenzial, eine Tumorremission 
zu fördern (KRAWCZYK et al. 2019). In der Wundheilungsforschung sind Hypoxiemarker au-
ßerdem wichtige pharmakologische „Ziele“ zur Förderung einer schnellen Wundheilung oder 
der Hemmung überschießender Granulationsgewebsbildung (TANDARA und MUSTOE 
2004). Die Relevanz von Hypoxiemarkern in Medizin und Forschung wird insbesondere daran 
deutlich, dass die Entdecker des HIF-1 William G. Kaelin Jr., Sir Peter J. Ratcliffe und Gregg 
L. Semenza 2019 für ihre Entdeckungen, wie Zellen die Verfügbarkeit von Sauerstoff detek-
tieren und sich daran anpassen, den Nobelpreis für Physiologie und Medizin erhalten haben. 
 
2.3 Die Endometriumbiopsie als diagnostisches Tool bei der Stute 
Fruchtbarkeitsstörungen bei der Stute stellen einen vor allem wirtschaftlich relevanten Faktor 
im Bereich der Pferdezucht dar. Eine Beeinflussung der Fertilität, also der Fähigkeit zur Kon-
zeption und Aufrechterhaltung einer Trächtigkeit bis zur Geburt eines lebendigen Fohlens, fin-
det sowohl durch uterine als auch extrauterine Faktoren statt (SCHOON et al. 1992, 1994b) 
Anhand eines mikroskopisch untersuchten Bioptates des Endometriums kann über die Kate-
gorisierung ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen den aktuell vorliegenden 
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histologischen Befunden und der zu erwartenden Abfohlwahrscheinlichkeit abgeleitet werden 
(KENNEY und DOIG 1986). 
Bei der Endometriumbiopsie handelt es sich um ein vergleichsweise einfach durchzuführen-
des, zuverlässiges, risikoarmes und international anerkanntes Verfahren (DOIG et al. 1981, 
WAELCHLI und WINDER 1989). Ein einziges Bioptat in ausreichender Größe liefert nach 
BERGMAN und KENNEY (1976) repräsentative Befunde für das gesamte Endometrium. Die 
Voraussetzung dafür ist der Ausschluss fokaler Alterationen im Rahmen der klinischen Unter-
suchung. Den Untersuchungen von RUNGE (1995) nach eignet sich der dorsale Bereich des 
Überganges vom Uteruskörper zum Uterushorn oder eines Uterushorns am zuverlässigsten 
zur repräsentativen Bioptatentnahme, eine Größe von 10 mm × 3 mm × 3 mm sollte nicht un-
terschritten werden. Generell gilt jedoch, dass es zwingend einer Interpretation der erhobenen 
Befunde im klinisch-gynäkologischen Kontext sowie im Zusammenhang mit einer ausführli-
chen anamnestischen Datenerhebung bedarf (SCHOON et al. 1992, 1997). 
Die Kategorisierung nach KENNEY und DOIG (1986) gibt Aufschluss über die zu erwartende 
Abfohlrate. Im Rahmen dieses Kategorisierungsschemas (Tab. 2.3) erfolgt eine detaillierte Be-
urteilung der endometrialen Strukturen in Abhängigkeit vom Zyklusstand (Funktionsmorpholo-
gie – Proliferation/Sekretion), von Grad und Verteilung entzündlicher Alterationen und 
periglandulärer Fibrosen (Endometrose) sowie Lymphlakunen und Zysten (SCHOON et al. 
1992). Aufgrund ihrer zahlreichen Studien auf dem Gebiet der Reproduktion der Stute und den 
sich daraus ergebenden Zusammenhängen bietet es sich laut SCHOON et al. (1997) an, wei-
tere Faktoren in die Kategorisierung mit aufzunehmen. Insbesondere das Alter der Stute, glan-
duläre Differenzierungsstörungen, mittel- bis hochgradige Angiosklerosen, die Qualität der 
Endometrose sowie die Reversibilität der Veränderungen sollten Berücksichtigung finden. 
Tab. 2.3: Kategorisierungsschema nach KENNEY und DOIG (1986), modifiziert nach 
SCHOON et al. (1992) 




- unverändertes Endometrium 
- vereinzelte Fibrose- u. Entzündungsherde 
80 – 90 % 
IIa 
- ggr. diffuse Entzündungszellinfiltrate im Stratum compac-
tum, zahlreiche Herde im Stratum compactum u. Stratum 
spongiosum 
- ggr. periglanduläre Fibrose und fibrotische Nester 
- ggr. Lymphlakunen 
- partielle Atrophie in der physiologischen Decksaison 
50 – 80 % 
IIb 
- mgr. diffuse o. hgr. fokale Entzündungszellinfiltrate 
- mgr. periglanduläre Fibrose und fibrotische Nester 
- mgr. Lymphlakunen 
- hgr. diffuse Entzündungszellinfiltrate 
10 – 50 % 
III 
- hgr. diffuse Entzündungszellinfiltrate 
- hgr. periglanduläre Fibrose und fibrotische Nester 
- hgr. Lymphlakunen 
- Atrophie in der physiologischen Decksaison 
< 10 % 
20 LITERATURÜBERSICHT 
 
2.4 Blutgefäße im equinen Endometrium 
2.4.1 Anatomie der Blutgefäße 
Die Versorgung des Uterus mit sauerstoffreichem Blut erfolgt beidseits über drei größere ar-
terielle Gefäße: Arteria (A.) uterina, Ramus uterinus der A. ovarica und Ramus uterinus der A. 
vaginalis. Den Großteil des Blutes liefert dabei die A. uterina. Auf Höhe der Uterushörner ver-
zweigt sie sich in einen kleineren kranialen Ast, der vor allem die jeweilige Hornspitze versorgt, 
und einen prominenteren kaudalen Ast, der den Rest des Hornes versorgt. Zusätzlich bilden 
die drei arteriellen Gefäße Anastomosen untereinander auf der ipsilateralen Seite sowie mit 
den kontralateralen Arterien (GINTHER et al. 1972, DEL CAMPO und GINTHER 1973). Im 
Myometrium verlaufen die geschlängelten und starkwandigen Arterien TRAUTMANN und 
FIEBIGER (1949) zufolge im Stratum vasculare und entlassen versorgende Zweige ins Endo-
metrium und Perimetrium. Dabei werden zumindest im periglandulären und subepithelialen 
Bereich der Schleimhaut Kapillarnetze gebildet. 
Korrespondierend zu den Arterien sorgen wiederum auf beiden Seiten drei größere venöse 
Gefäße für den Abtransport des sauerstoffarmen Blutes: die Vena (V.) uterina, der Ramus 
uterinus der V. ovarica und der Ramus uterinus der V. vaginalis. Dem venösen Pendant der 
A. uterina wird eine geringere Bedeutung zuteil, da der uterine Ast der V. ovarica bei der Stute 
den venösen Hauptabfluss des Uterus darstellt. Auch die Venen bilden vor allem im dorsalen 
Bereich Anastomosen untereinander sowie mit denen der anderen Seite und verlaufen in der 
Gebärmutterwand korrespondierend zu den Arterien (TRAUTMANN und FIEBIGER 1949, 
GINTHER et al. 1972, DEL CAMPO und GINTHER 1973). 
 
2.4.2 Histomorphologie der Blutgefäße 
Mit Ausnahme der Kapillaren folgen die größeren Blutgefäße (Arterien, Arteriolen, Venen und 
Venulen) einem grundsätzlich ähnlichen Aufbau: Es handelt sich im Wesentlichen um drei 
ineinandergeschobene Röhren. Die innere Schicht ist die Tunica intima (kurz: Intima), die mitt-
lere die Tunica media (kurz: Media) und die äußere die Tunica externa (kurz: Externa, syn. 
Adventitia) (LIEBICH und BUDRAS 2010). Aufgrund der im arteriellen und venösen Gefäßsys-
tem vorliegenden verschiedenen Druckverhältnisse, gibt es sowohl qualitative als auch quan-
titative Unterschiede in der Struktur. Besonders auffällig wird dies bei Betrachtung der Media 
der Arterien, teilweise trifft dies auch auf Venen zu (TRAUTMANN und FIEBIGER 1949, 
SCHUMMER und HABERMEHL 2005). 
Die Arterien und Arteriolen im Bereich des Uterus entsprechen aufgrund ihrer peripheren, 
herzfernen Lage in ihrem Aufbau den Arterien vom muskulären Typ, der unter anderem von 
SCHUMMER und HABERMEHL (2005) sowie LIEBICH und BUDRAS (2010) beschrieben 
wird: Eine einschichtige Lage an Endothelzellen bildet die Intima. Daran schließt sich das im 
Wesentlichen aus geringen Mengen an kollagenen Fasern bestehende Stratum subendothe-
liale an. Die Grenze zur Media bildet die Lamina elastica interna, bei der es sich um eine aus 
elastischen Fasern zusammengesetzte Membran handelt. Die Media besteht aus konzentrisch 
bis schraubenzugartig angeordneter glatter Muskulatur, in die graduell variabel elastische und 
kollagene Fasern eingelagert sind. In sämtlichen größeren Gefäßen folgt die Lamina elastica 
externa. Diese wiederum besteht zu einem größeren Teil aus kollagenen und einem 
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geringeren aus elastischen Fasern und bildet die Abgrenzung zur Externa. Als ein fibroelasti-
scher Netzverband aus Kollagen Typ I vermittelt die Externa die Einbindung in das umliegende 
Gewebe. Arteriolen sind kleiner als Arterien (< 100 µm) und besitzen ein gefenstertes En-
dothel. Eine ausgeprägte Lamina elastica interna lässt sich meist nicht nachweisen und ihre 
Media besteht aus ein bis drei Lagen glatter Myozyten. 
Auch die Venen und Venulen im Uterus entsprechen dem von SCHUMMER und HABERMEHL 
(2005) sowie LIEBICH und BUDRAS (2010) beschriebenen Aufbau: Im Vergleich zu ihren be-
gleitenden arteriellen Gefäßen besitzen die Venen stets ein größeres Lumen. Der grundsätz-
lich dreischichtige Wandbau wird auch hier realisiert, jedoch sind die einzelnen Schichten nicht 
deutlich voneinander abgegrenzt. Die Lamina endothelialis der Intima setzt sich aus einem 
geschlossenen Endothelzellverband zusammen, ist jedoch von einer lockeren elastisch-kolla-
genen Faserschicht unterlagert. Ein dünnes Netz elastischer Fasern (Rete elastica) ersetzt die 
Lamina elastica interna. In der Media befinden sich überwiegend elastische und kollagene 
Fasern bei geringem Anteil an glatten Muskelzellen, worin die Dehnbarkeit dieser Gefäße be-
gründet liegt. Die kollagenen und elastischen Fasern der Externa betten die Vene in das um-
liegende Gewebe ein. Venulen hingegen sind sehr dünnwandig. SMOLLICH (1992) zufolge 
sind sie im Durchmesser 10 bis 30 µm groß und ihr Wandbau entspricht weitgehend dem von 
Kapillaren. 
Blutkapillaren stellen die terminale Strombahn in Form eines fein verzweigten stoffwechselak- 
tiven Netzes zwischen den kleinen präkapillären Arteriolen und den postkapillären Venulen 
dar. Sie bestehen aus einem einschichtigen Endothel und, je nach Kapillartyp, einer vollstän-
digen oder unterbrochenen Basalmembran. Letztere kann in besonderen Kapillaren, den Si-
nusoiden, fehlen (SCHUMMER und HABERMEHL 2005, LIEBICH und BUDRAS 2010). 
Tab. 2.4: Normalstruktur der Endometriumgefäße maximal 5-jähriger Maidenstuten 





Intima Media Externa 
Arterien > 50 µm 
deutliche Lamina elas-
tica interna 














Venen > 50 µm 
flaches Endothel, nicht 























Im Endometrium der Stute findet man laut KENNEY (1978) zahlreiche Kapillaren unterhalb 
des luminalen Epithels im Stratum compactum. Im Stratum spongiosum sind neben Kapillaren 
auch Arteriolen, Venulen sowie einzelne kleine muskulöse Arterien (KENNEY 1978, 
KRIESTEN 1995) und Lymphgefäße variabler Größe (KENNEY 1978, TUNÓN et al. 1995) 
enthalten. 
Ausführliche Angaben zum histologischen und ultrastrukturellen Aufbau der Blutgefäße des 
Stutenuterus findet man in den Arbeiten von KRIESTEN (1995), GRÜNINGER (1996), 
WREDE (1999) und LUDWIG (2003). Als histologische Normalstruktur definiert KRIESTEN 
(1995) die Blutgefäße maximal 5 Jahre alter Maidenstuten (s. Tab. 2.4, S. 21). 
 
2.4.3 Histopathologie der Blutgefäße 
2.4.3.1 Degenerative Veränderungen 
Die degenerativen Alterationen der Gefäße werden im Allgemeinen unter dem Begriff der An-
giosen zusammengefasst. Dabei handelt es sich um primär nicht-entzündliche Veränderun-
gen, die durch den strukturellen Umbau der Gefäßwand infolge von spezifischen 
Stoffwechselstörungen gekennzeichnet sind. Die meisten Beschreibungen in der Literatur zu 
degenerativen Blutgefäßveränderungen beziehen sich auf arterielle Gefäße: DAHME (1965) 
sowie ROBINSON und ROBINSON (2016) zufolge zeichnen eine Arteriosklerose sämtliche 
chronische, nicht-entzündlich bedingte Gestalt- und Strukturveränderungen aus, die vor allem 
mit Verhärtung und Elastizitätsverlust der Gefäßwand sowie Einengung des Gefäßlumens ein-
hergehen. Sie ist vor allem in der Intima und Media lokalisiert (KLOPFLEISCH und GRUBER 
2015). Die Ätiopathogenese ist noch nicht vollständig geklärt und in der Literatur finden sich 
zudem uneinheitliche Morphologiekriterien. Des Weiteren sollte DAHME (2007) zufolge der 
physiologische (altersbedingte) Strukturwandel der Gefäßwand berücksichtigt werden; es 
kommt dabei zur Dickenzunahme der Gefäßwand mit Ausbildung von Intimapolstern an Auf-
zweigungen und Gabelungen sowie zu einem Elastizitätsverlust. Der spezielle Bau der Ve-
nenwand und die im Vergleich mit der Arterienwand daher günstigere Stoffwechsellage macht 
venöse Blutgefäße DAHME (2007) zufolge weniger anfällig für derartige Veränderungen. Un-
ter dem Begriff der Angiosklerose wird im Wesentlichen, analog zur Terminologie und den 
Charakteristika der Arteriosklerose, die Verfestigung und Elastizitätsminderung der Gefäß-
wand sowie die Lumeneinengung infolge der vermehrten Bildung von kollagenen und/oder 
elastischen Fasern verstanden. Je nach Überwiegen des Fasertypes kann man Fibroelasto-
sen oder Elastofibrosen unterscheiden. Hinsichtlich der Lokalisation innerhalb der Gefäßwand 
spricht man von Intima-, Media- oder Externasklerose (syn. Perisklerose) bzw. Pansklerosen, 
wenn alle drei Wandschichten betroffen sind. Grundsätzlich spielen degenerative Gefäßwand-
läsionen beim Tier ROBINSON und ROBINSON (2016) zufolge im Gegensatz zu denen beim 
Menschen klinisch eine untergeordnete bzw. keine Rolle; Ischämien können aber auftreten, 
insbesondere in Gehirn und Herz. 
Mehrere Autoren beschreiben die Angiopathien der uterinen Gefäße bei verschiedenen Tier-
arten und dem Menschen. KRIESTEN (1995), GRÜNINGER (1996) und WREDE (1999) lie-
fern in ihren Arbeiten eine ausführliche Literaturübersicht dazu. Im equinen Endometrium sind 
Angiosklerosen graduell variabel ein sehr häufiger Befund bei über 80 % der routinehistolo-
gisch untersuchten Endometriumbioptaten (SCHOON et al. 1997). Ätiopathogenetisch handelt 
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es sich einerseits um vor allem trächtigkeits- und andererseits um altersassoziierte Läsionen. 
Im Probengut von insgesamt 814 alten Stuten (≥ 20 Jahre) weisen KABISCH et al. (2019) in 
89 % der untersuchten Bioptate Angiosklerosen nach. Auch SCHILLING (2017) findet in einer 
umfangreichen Probenanzahl einen statistisch signifikanten Antstieg endometrialer Angiosen 
sowohl mit dem Alter (n = 9120) als auch der Parität (n = 6049) von Stuten. Überwiegend bei 
multiparen Stuten zeigen sowohl die arteriellen als auch die venösen Gefäße in allen drei Ge-
fäßwandschichten deutliche fibroelastische Faserzubildungen, teils mit destruierendem Cha-
rakter (GRÜNINGER 1996, SCHOON et al. 1997, LUDWIG 2003). Grad und Häufigkeit der 
Veränderungen korrelieren dabei mit der Anzahl der Abfohlungen einer Stute. Bei älteren Mai-
denstuten hingegen finden sich vor allem Peri- und Intimasklerosen, die zumeist geringgradig 
sind (KRIESTEN 1995, GRÜNINGER 1996, SCHOON et al. 1997, WREDE 1999). In Endo-
metriumbioptaten infertiler Maultierstuten im Alter von 13 bis 23 Jahren kann von HUTH (2011) 
keine Angiosklerose nachgewiesen werden. Dies untermauert den Einfluss der Trächtigkeit 
auf die Entstehung angiosklerotischer Veränderungen im Uterus der Equiden. 
Die klinische Relevanz der Gefäßsklerosen äußert sich in Abhängigkeit von ihrer Qualität, des 
destruktiven Charakters sowie des Ausmaßes durch einen Einfluss auf die Fertilität: 
KRIESTEN (1995) findet einen verstärkend negativen Effekt von Angiosklerosen mittels ihrer 
Untersuchungen, auch wenn sie keinen statistisch signifikanten Zusammenhang ableiten 
kann. BLAICH et al. (1999) und LUDWIG et al. (2002) beweisen hämodynamische Konse-
quenzen durch Angiosklerosen mittels dopplersonografischer Untersuchungen in Form einer 
verminderten uterinen Durchblutung. Dies stellt den Studien von SCHOON et al. (1994a) zu-
folge die Ursache eine Drainagestörung dar und begünstigt die Entstehung von Lymphangiek-
tasien und Lymphzysten. Sie werden ab einer bestimmten Größe und Häufigkeit in das 
Kategorisierungssystem von KENNEY und DOIG (1986) als sog. Lymphlakunen einbezogen 
da sie ein mechanisches Hindernis für die Motilität des frühen Konzeptus darstellen, wirken 
sie sich fertilitätsmindernd aus (LEIDL et al. 1987, SCHOON et al. 1993). Zudem wird ein 
potenzieller pathogenetischer Zusammenhang der Perfusions- und Drainagestörung mit der 
Entstehung der Endometrose von SCHOON et al. (1997), GRÜNINGER et al. (1998) sowie 
SCHOON und SCHOON (2003) vermutet. Eine weitere negative Beeinflussung der Fruchtbar-
keit durch Angiopathien weist KERSTEN (2000) nach. In ihrem Untersuchungsgut stellt sie 
eine negative Korrelation zwischen der Ausprägung der fetalen Plazentazotten und, neben 
dem Grad der periglandulären Fibrose, Angiopathien fest. 
2.4.3.2 Entzündliche Veränderungen 
Das Vorhandensein von Entzündungszellen innerhalb der Gefäßwand oder um die Blutgefäße 
herum wird als Vaskulitis bzw. Perivaskulitis bezeichnet. Charakteristisch dabei ist eine beglei-
tende Schädigung der Gefäßwand, die durch Fibrinablagerungen, Kollagendegeneration und 
Nekrose der Endothel- sowie der glatten Muskelzellen gekennzeichnet ist (ROBINSON und 
ROBINSON 2016). Eine Vaskulitis kann vor allem durch eine hämatogene Erregerstreuung, 
ein Übergreifen der Entzündung vom umliegenden Gewebe, einen unmittelbaren Endothel-
schaden oder infolge immunmediierter Prozesse entstehen (KLOPFLEISCH und GRUBER 
2015, ROBINSON und ROBINSON 2016). 
Im equinen Endometrium finden SCHOON et al. (1992) perivaskuläre Infiltrate. Eine solche 
Perivaskulitis wird schon von KENNEY (1978) vor allem um Venen, Venulen und Kapillaren 
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beschrieben, auch SCHOON et al. (1994a) finden insbesondere Periphlebitiden. Dabei sind 
vor allem Lymphozyten an der Entzündungszellinfiltration beteiligt (KRIESTEN 1995, 
GRÜNINGER 1996). Ein vermehrtes Auftreten dieser Läsion findet LUDWIG (2003) in ihrem 
Untersuchungsgut bei trächtigen Stuten im Vergleich zu adulten nicht-tragenden Stuten. 
KRIESTEN (1995) konnte zwar eine Assoziation zwischen schlechten Abfohlergebnissen und 
multifokalem Auftreten von Perivaskulitiden feststellen, jedoch keine statistische Signifikanz 
nachweisen. KLOSE (2015) findet in Bioptaten mit periglandulär akzentuierten mononukleären 
Entzündungszellinfiltraten in 18 von 72 Proben auch um kleine Gefäße lympho- bzw. lympho-
plasmazelluläre Infiltrate. Im Rahmen der Aufarbeitung für die Immunhistologie (Anfertigung 
von Serienschnitten) erweisen sich dabei fünf der Lokalisationen, welche mittels H.-E.-Fär-
bung als periglandulär akzentuierte Zellinfiltrate identifiziert wurden, als perivaskulär liegende 
Entzündungszellen. 
 
2.4.4 Blutgefäßveränderungen während des Zyklus 
Während des Östrus zeigt sich bei allen Haussäugetieren eine deutliche Hyperämie und Öde-
matisierung der endometrialen Schleimhaut (MCENTEE 1990). Im Präöstrus und frühen Öst-
rus beobachten ROSSDALE und RICKETTS (1980) die ausgeprägtesten Füllungszustände 
der Blutgefäße. Des Weiteren können SCHOON et al. (1994a) ein zyklusabhängiges Vorkom-
men von Lymphangiektasien im Präöstrus bei Stutenendometrien ohne Alterationen feststel-
len, die sich jedoch kurz nach der Ovulation noch im Verlauf des Östrus wieder zurückbilden. 
Angaben zu histomorphologischen und ultrastrukturellen Veränderungen der endometrialen 
Gefäße im Rahmen des Sexualzyklus sind in der Literatur, speziell bei der Tierart Pferd, nur 
selten beschrieben. Bei rossigen Stuten beschreibt CONSTANTINESCU (1921) gewucherte 
und erweiterte Kapillaren, die bis an das luminale Epithel heranreichen, sowie kleine endomet-
riale Blutungen vorwiegend im Stratum compactum (SCHOON et al. 1992). Während KENNEY 
(1978) im Östrus zudem eine intravaskuläre Margination neutrophiler Granulozyten in ober-
flächlichen Venulen und Kapillaren beschreibt, finden BRUNCKHORST et al. (1991) einzelne 
eosinophile und neutrophile Granulozyten auch im Stratum compactum. Diese erhöhte Per-
meabilität der Blutgefäße wird auch von HAMMOND und WODZICKI (1941) beobachtet. Als 
Ursache für die im Tierartenvergleich relativ gering ausgeprägten vaskulären Veränderungen 
geben sie die primitive Plazentationsform der Equiden an. Zu einem ähnlichen Schluss kommt 
die Arbeitsgruppe FERREIRA-DIAS et al. (2001), die zwar Unterschiede im Protein- und Nuk-
leinsäuregehalt von equinen Uterusproben in den verschiedenen Zyklusphasen (Proliferati-
ons- vs. Sekretionsphase), aber keine signifikanten Unterschiede in der Gefäßdichte findet. 
Bei menstruierenden Spezies (z. B. Primaten, Menschen) werden dagegen in jedem Zyklus 
gravierende Gefäßveränderungen beschrieben. Dazu gehören beispielsweise das Wachstum 
der Spiralarterien sowie die starke Dilatation der Kapillaren und Venen in der Sekretionsphase 
mit anschließender Schrumpfung des Endometriums bis hin zum Kollaps und Abknicken der 
oberflächlichen Gefäße, wobei es durch die konsekutive lokale Ischämie zusätzlich zur Kon-
traktion der Spiralarterien kommt. Anschließend werden die nekrotischen oberflächlichen 
Schleimhautanteile inklusive der Gefäße abgestoßen. In der Proliferationsphase findet ein 
Wiederaufbau der Schleimhaut mitsamt Gefäßsystem statt (DEBIASI 1962, DALLENBACH-
HELLWEG 1987, ROGERS 1996). 
LITERATURÜBERSICHT 25 
 
2.4.5 Blutgefäßveränderungen während der Gravidität 
Die Gravidität stellt eine enorme physiologische Leistung des weiblichen Körpers dar. Bis zum 
erfolgreichen Partus und darüber hinaus im Rahmen der Uterusinvolution unterliegen die Blut-
gefäße ausgedehnten Adaptations- und Alterationsvorgängen, die in jeder anderen Situation 
als „pathologisch“ angesehen würden (BROSENS et al. 1967). Ausführliche Angaben zu his-
tomorphologischen oder ultrastrukturellen Veränderungen der Blutgefäße im equinen Endo-
metrium während einer Trächtigkeit sind selten in der Literatur beschrieben. WREDE (1999) 
und REINSTORF et al. (2009) charakterisieren derartige Blutgefäßwandveränderungen in Ab-
hängigkeit der Parität bei der Stute an vor der Trächtigkeit und zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten nach der Abfohlung entnommenen Bioptaten. Unter anderem zeigen die Zellen von Intima 
und Media eine Hypertrophie mit annähernd vollständiger Desintegration der elastischen Fa-
sern am dritten Tag post partum. Während der folgenden postopartalen Involution der arteri-
ellen und venösen Blutgefäße akkumulieren elastische Fasern in der Adventitia und Lamina 
elastica interna. Beim Menschen treten im fortgeschrittenen Stadium der Schwangerschaft fib-
rinoide Gefäßwandnekrosen in den Spiralarterien auf, die die Plazenta versorgen (BROSENS 
et al. 1967, ROBERTSON und MANNING 1974). Die übrigen Gefäße im Uterus verändern 
ihren histologischen Aufbau im Grunde nicht, werden aber hypertroph und hyperplastisch 
(ROBERTSON 1976). Den Untersuchungen von SCHWARZ und HAWKER (1950) nach wei-
sen die Mediamyozyten arterieller und venöser Blutgefäße eine zunehmende Hyperplasie und 
Hypertrophie innerhalb der ersten vier Schwangerschaftsmonate auf, wobei ab dem sechsten 
Monat weitlumige Gefäße mit ausgedünnten Wänden und dichten Mediamyozyten auftreten. 
Bei anderen Spezies treten derartige hyperplastische und hypertrophe Veränderungen in der 
Media und zum Teil auch in der Adventitia bei graviden Schweinen, Ziegen, Schafen und 
Meerschweinchen auf (ALBERT und BHUSSRY 1967, GILLMAN 1968, GRIENDLING et al. 
1985). BAL und GETTY (1973) beschreiben zudem mit Fortschreiten der Trächtigkeit bei 
Sauen einen Verlust elastischer Fasern in der Intima und Lamina elastica interna und auch 
ALBERT (1967) beobachtet eine Fragmentierung der Lamina elastica interna bei trächtigen 
Meerschweinchen mit vollständigem Verlust elastischer Fasern in den Gefäßwänden. Bei den 
elektronenmikroskopischen Untersuchungen von GRÜNINGER (1996) an endometrialen Blut-
gefäßen puerperaler Stuten kann eine Vielzahl aktivierter Myozyten nachgewiesen werden, 
die als Anzeichen für aktive Umbauvorgänge innerhalb der extrazellulären Matrix der Gefäß-
wände gelten. 
 
2.5 Equine Endometrose 
2.5.1 Allgemeine Betrachtungen 
Neben der Angiosklerose zählt die Endometrose zu den degenerativen Erkrankungen des Stu-
tenendometriums. Die ursprünglich verwendete Bezeichnung „chronisch-degenerative Endo-
metritis“ von RICKETTS (1975) wurde 1992 von KENNEY durch den Begriff der Endometrose 
zur Abgrenzung von entzündlichen Alterationen abgelöst. Laut ALLEN (1993) umfasste 
KENNEYs Definition insgesamt 14 Veränderungen, wobei er das morphologische Kriterium 
einer endometrialen Fibrose und klinische Symptome wie zum Beispiel intraluminale Lymph-
flüssigkeitsansammlungen oder Krankheitsbilder wie beispielsweise Uterusdivertikel sowie 
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Schleimhautadhäsionen als Hauptveränderungen ansieht. Eine Differenzierung zu entzündli-
chen Veränderungen erscheint nach den Untersuchungen von SCHOON et al. (1995, 1997) 
sinnvoll, da nur ein vergleichsweise geringer Anteil (ca. 30 %) der untersuchten Patienten ne-
ben fibrotischen Veränderungen im Endometrium auch eine Entzündung aufweisen. Heute 
allgemein gültig definieren sie daher die Endometrose als periglanduläre (und/oder seltenere 
stromale) Bindegewebszubildung mit zirkumskripten oder diffusen Alterationen der Drü-
senepithelien innerhalb der fibrotischen Areale (SCHOON et al. 1995, 1997) und somit ohne 
Einbeziehung der von KENNEY (1992) integrierten klinischen Symptome und Krankheitsbil-
der. Die zwiebelschalenartige Anordnung von Bindegewebszellen kann bei der Endometrose 
entweder um Einzeldrüsen oder Drüsengruppen (sog. Drüsennester) erfolgen. Tatsächlich en-
dometrotische, d. h. periglandulär fibrotische, Drüsennester müssen dabei differenzialdiagnos-
tisch von nicht-fibrotischen „Pseudonestern“ unterschieden werden. Diese entstehen infolge 
einer ungleichmäßigen, interstitiellen Ödematisierung des Gewebes im (Prä-)Östrus, weisen 
jedoch keine periglanduläre Fibrose auf und sind prognostisch nicht relevant (KENNEY und 
DOIG 1986, SCHOON et al. 1992). Da die Endometrose als chronisch-degenerative und irre-
versible Veränderung klinisch inapparent verläuft (SCHOON et al. 1997), erfolgen eine Diag-
nosestellung und die damit verbundene prognostische Bewertung einzig und allein mittels 
histopathologischer Untersuchung von entnommenen Endometriumbioptaten (SCHOON et al. 
1994b, 1995, 1997, AURICH und PALM 2009) 
 
2.5.2  Histomorphologische Beurteilung der Endometrose 
Als erster Hinweis auf eine Endometrose kann der Verlust der zufälligen Anordnung der peri-
glandulären Stromazellen beobachtet werden (KENNEY 1978, KENNEY und DOIG 1986, 
RAILA 2000). Im Folgenden wird auch extrazelluläre Grundsubstanz in Form von kollagenen 
Fasern zirkulär um Drüsen abgelagert (periglanduläre Fibrose) (KENNEY und DOIG 1986), 
was wiederum zu Fehldifferenzierungen der Stromazellen und Alterationen der glandulären 
Epithelzellen führen kann (RAILA 2000). Bereits mittels routinehistologischer H.-E.-Färbung 
lässt sich die Endometrose graduieren und hinreichend charakterisieren (LEHMANN et al. 
2011). Der Endometrosegrad wird nach KENNEY (1978) einerseits durch die Zahl der Schich-
ten um einen Drüsenquerschnitt sowie andererseits anhand der Anzahl fibrotischer Herde in 
einem definierten Areal bestimmt (s. Tab. 2.5). Die Folge endometrotischer Alterationen von 
Drüsen können Verlegungen der Drüsenausführungsgänge mit konsekutivem Sekret- 
stau und zystischer Dilatation der tieferliegenden Drüsen sein (SCHOON et al. 1992), 
wobei solche Alteratio-
nen auch ohne Anzei-
chen einer Fibrose 
vorkommen (KENNEY 
und DOIG 1986). Das 
Voranschreiten der 
Veränderungen kann 
letztlich zu einer durch 
Apoptosen und Nekro-
sen gekennzeichneten 
Tab. 2.5:  Kriterien zur Bestimmung des Endometrosegrades nach 
KENNEY (1978) 




geringgradig 1 ‒ 3 < 2 
mittelgradig 4 ‒ 10 2 ‒ 4 
hochgradig > 10 > 4 
Legende zu Tab. 2.5: * bezogen auf ein lineares Feld von 5,5 mm 
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Degeneration der Drüsenepithelien führen. Bei Auftreten derartiger Veränderungen wird die 
Endometrose als destruierend bezeichnet (RICKETTS 1975, SCHOON et al. 1997, RAILA 
2000). Anhand der Histomorphologie der periglandulären Stromazellen kann denUntersuchun-
gen von HOFFMANN (2006) zufolge eine aktive von einer inaktiven Endometrose unterschie-
den werden: Während die aktive Form durch große, hypochromatische Zellkerne, ein 
bauchiges, blasses Zytoplasma sowie eine unregelmäßige, periglanduläre Anordnung der 
Stromazellen gekennzeichnet ist, findet man bei der inaktiven Form spindelförmige, hyper-
chromatische Zellkerne, ein langgestrecktes Zytoplasma sowie eine parallele Anordnung der 
Stromazellen zu den glandulären Epithelien. Wie bereits in Kap. 2.5.1 auf S. 25 angesprochen, 
kann die periglanduläre Fibrose Einzeldrüsen und/oder ganze Komplexe aus Drüsen betref-
fen, wobei in diesem Zusammenhang den Fibrosen basal gelegener Einzeldrüsen eine beson-
ders schlechte Prognose zukommt (SCHOON et al. 1995, 1997). Neben der periglandulären 
Fibrose können im fortgeschrittenen Endometrosestadium des Weiteren, wenn auch seltener, 
stromale (SCHOON et al. 1995) bzw. subepitheliale (FLORES et al. 1995) Fibrosen beobach-
tet werden.  
 
2.5.3  Einflussfaktoren auf die Endometrose 
Bis zum derzeitigen Stand der Forschung ist die Ursache für die Entstehung der Endometrose 
abschließend nicht ausreichend geklärt. Es ist davon auszugehen, dass es sich um einen ir-
reversiblen Prozess mit progredientem Verlauf handelt, für den bislang keine erfolgreiche The-
rapiemöglichkeit bekannt ist (KENNEY 1978, SCHOON et al. 1994b, 1995). Ein 
Zusammenhang zwischen Alter und dem häufigeren Auftreten sowie stärkeren Ausprägungs-
grad von Endometrosen konnte bereits von mehreren Autoren(gruppen) nachgewiesen wer-
den (DOIG et al. 1981, RICKETTS und ALONSO 1991, SCHOON et al. 1997, SCHILLING 
2017). Demgegenüber scheint eine erhöhte Parität nicht mit dem Vorkommen der Endomet-
rose zu korrelieren (RICKETTS und ALONSO 1991, SCHOON et al. 1997) und auch für jah-
reszeitliche oder zyklische, hormonelle Einflüsse konnten keine Auswirkungen nachgewiesen 
werden (HOFFMANN 2006). Über die Beziehung zur Güstzeit herrscht jedoch mehr oder we-
niger Einigkeit: Solche Stuten, die mindestens 2 Jahre erfolglos bedeckt oder besamt wurden, 
d. h. die mindestens 2 Jahre güst sind, weisen häufiger und stärker ausgeprägte, endometro-
tische Veränderungen auf (SCHOON et al. 1995, 1997, HEILKENBRINKER et al. 1997, 
SCHILLING 2017). Eine mögliche pathogenetische Relevanz wird bei Schädigungen der Ba-
salmembran bzw. der glandulären Epithelzellen (RAILA 2000, HOFFMANN 2006), Entzündun-
gen (KENNEY 1978, FLORES et al. 1995, HOFFMANN 2006, SCHILLING 2017), stromalen 
Fehldifferenzierungen (RAILA 2000, HOFFMANN 2006) sowie Gefäßalterationen und daraus 
potenziell resultierenden Sauerstoffunterversorgungen (SCHOON et al. 1993, GRÜNINGER 
et al. 1998, HOFFMANN 2006) diskutiert. Eine Hypoxie kann dabei einerseits durch einen 
relativen Sauerstoffmangel im Rahmen einer Minderdurchblutung infolge der Blutgefäßverän-
derungen (BLAICH et al. 1999) und andererseits durch die im Zuge der vermehrten periglan-
dulären Anordnung von Stromazellen und Myofibroblasten sowie der Ablagerung von 
kollagenen Fasern verbreiterte Diffusionsstrecke (RAILA 2000) entstehen. In diesem Kontext 
sei erwähnt, dass insbesondere ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten endometrialer 
Angiosklerosen und der Endometrose in mehreren Untersuchungen hergestellt werden konnte 
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(GRÜNINGER 1996, SCHOON et al. 1997, HOFFMANN 2006, SCHILLING 2017), eine ur-
sächliche Beteiligung von hypoxischen Noxen an der Entstehung der Endometrose ist der Auf-
fassung dieser Autoren nach daher möglich. Den Untersuchungen von MINKWITZ (2019) 
zufolge können Angiopathien und eine daraus resultierende Hypoxie die Entstehung und Pro-
gression der Endometrose über eine sogenannte epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) 
begünstigen. Die Expression verschiedener Intermediärfilamente durch die Stroma- und Drü-
senepithelzellen außerhalb und in endometrotischen Herden scheint dabei in die Pathogenese 
der Endometrose involviert zu sein. 
 
2.6 Fazit aus der Literatur bezogen auf die initiale Fragestellung 
dieser Arbeit 
Die Blutgefäße stellen einen wichtigen Faktor bei der Beurteilung von routinemäßig untersuch-
ten Bioptaten equiner Endometrien dar. Alters- und trächtigkeitsbedingte degenerative Gefäß-
wandveränderungen sind dabei ein sehr häufiger Befund. In mehreren Studien wurden diese 
angiosklerotischen Veränderungen im Stutenendometrium charakterisiert und sich daraus er-
gebende funktionelle und klinische Konsequenzen aufgedeckt (KRIESTEN 1995, 
GRÜNINGER et al. 1998, BLAICH et al. 1999). Konsens dieser Untersuchungen ist im We-
sentlichen eine Minderperfusion mit konsekutiver Sauerstoffunterversorgung, die in Anlehnung 
an Untersuchungen beim Menschen (GOSWAMY et al. 1988), einen negativen prognosti-
schen Effekt auf die Fruchtbarkeit hat (SCHOON et al. 1999, LUDWIG et al. 2002). 
Die Aufrechterhaltung der Sauerstoffhomöostase im Organismus spielt eine wesentliche Rolle 
in einer Vielzahl von physiologischen und pathologischen Vorgängen. Während in der Human-
medizin die Hypoxiemarker u. a. einerseits zunehmend wichtige prognostische Faktoren und 
pharmakologische Targets in der Onkologie (KRAWCZYK et al. 2019) und bei der Wundhei-
lung (TANDARA und MUSTOE 2004) darstellen oder andererseits zum grundlegenden Ver-
ständnis der zyklusbedingten Veränderungen im weiblichen Genitale beitragen (SHARKEY et 
al. 2000), gibt es in der Tiermedizin, insbesondere beim Pferd und im Hinblick auf Reproduk-
tionsstörungen, vergleichsweise wenige wissenschaftliche Untersuchungen bezüglich der Ex-
pression derselben in Abhängigkeit von bestimmten Erkankungen. 
Um Prozesse wie das Zyklusgeschehen und Vorgänge im Rahmen einer Trächtigkeit beim 
Pferd besser verstehen zu können, sind z. B. die endometriale Expression von VEGF A und 
seiner Rezeptoren unter angiogenetischen Aspekten (ALLEN et al. 2007) oder von GLUT1 
unter metabolisch-nutritiven Gesichtspunkten (GIBSON et al. 2018) zwar Gegenstand der ve-
terinärmedizinischen Forschung, allerdings existieren bis heute keine Studien, die einen Zu-
sammenhang zwischen endometrialer Angiosklerose oder anderen Faktoren und den in 
Abhängigkeit von einer Hypoxie exprimierten Molekülen untersuchen. Das Ziel dieser Arbeit 
liegt daher in der histomorphologischen und immunhistologischen Charakterisierung angi-
osklerotisch alterierter Stutenendometrien anhand ausgewählter Hypoxiemarker. Die Resul-
tate sowie deren Interpretation könnten zu einem besseren Verständnis der metabolischen 
Vorgänge im „Hochleistungsorgan equines Endometrium“ beitragen, die prognostische Bewer-
tung verbessern sowie möglicherweise auch neue Therapieansätze eröffnen. 
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3 TIERE, MATERIAL UND METHODEN 
3.1 Tiergut, Material und Probenherkunft 
Für die vorliegende Arbeit wurden 80 Endometriumbioptate aus dem Institutsarchiv der Jahre 
1997 bis 2014 von Stuten verschiedener Rassen sowie mit heterogenem Reproduktionsstatus 
und unterschiedlichem Alter ausgewählt, welche im Rahmen der Routineeinsendungsdiagnos-
tik an das Institut übermittelt wurden. Zudem wurden sieben Gewebeproben von trächtigen 
Stuten aus dem Sektionsgut von 2004 bis 2010 im Institut für Veterinär-Pathologie der Univer-
sität Leipzig bzw. im Nachgang einer Schlachtung ausgewählt. Des Weiteren standen sechs 
Bioptate, die in definierten Zyklusphasen entnommen wurden, aus dem Departement Gezond-
heidszorg Paard (Voortplanting) der Faculteit Diergeneeskunde der Universiteit Utrecht (Nie-
derlande) zur Verfügung. 
Die Einsendung der Endometriumbioptate (n = 80, s. o.) erfolgte mit dem Ziel der histologi-
schen Beurteilung und Kategorisierung nach KENNEY und DOIG (1986). Den Proben lagen 
Vorberichte unterschiedlicher Ausführlichkeit bei. Die angewandten Auswahlkriterien für die-
ses Probengut werden im Kap. 3.2 (s. u.) näher beschrieben. 
 
3.2 Nähere Charakterisierung des Tiergutes und Untersuchungs-
materials 
Um den Einfluss der Angiosklerose auf die endometriale Sauerstoffversorgung immunhistolo-
gisch anhand der Expression ausgewählter Hypoxiemarker zu untersuchen, wurden aus der 
Datenbank solche Proben ausgewählt, die ausschließlich angiosklerotische Veränderungen 
aufweisen (n = 58). Als Kontrollgruppe (n = 10) wurden Bioptate von maximal 5 Jahre alten 
Maidenstuten ausgewählt, da deren endometriale Blutgefäße unter anderem laut der Untersu-
chungen von KRIESTEN (1995) und GRÜNINGER (1996) eine Normalstruktur aufweisen. Auf 
ähnliche Weise wurden zur Beurteilung eines möglichen Einflusses endometrotischer Verän-
derungen solche Proben ausgewählt (jeweils n = 6), die eine geringgradige Endometrose in 
Kombination mit einer geringgradigen Angiosklerose bzw. hochgradige endometrotische Alte-
rationen in Verbindung mit hochgradigen angiosklerotischen Veränderungen aufweisen. Um 
mögliche Änderungen des Expressionsverhaltens der Hypoxiemarker während der Gravidität 
zu verifizieren, eine Bioptierung tragender Stuten aber zum Abbruch der Trächtigkeit führt, 
wurden entsprechende, im Rahmen der Sektionsdiagnostik gewonnene Gewebeproben aus 
dem Institutsarchiv (n = 6) sowie eine Probe (n = 1) eines trächtigen Uterus, welche im Rah-
men einer Schlachtung gewonnen wurde, herangezogen. Zum Abgleich mit der zyklusab- 
hängigen Expression der untersuchten Hypoxiemarker dienten die in Kap. 3.1 genannten 
Bioptate aus definierten Zyklusphasen (n = 6). 
Anhand der H.-E.-gefärbten Schnittpräparate erfolgte zunächst eine Beurteilung hinsichtlich 
der Eignung für immunhistologische Untersuchungen. Eine zu geringe Größe, entnahmebe-
dingte Artefakte oder ausgeprägte Autolyseprozesse führten dabei zum Ausschluss der Biop-
sie, um unspezifische immunhistologische Reaktionen zu vermeiden. 
Eine nähere Charakterisierung der Stuten anhand der vorberichtlichen Angaben (Alter, Repro-
duktionsstatus, Zyklusstand, endometriale Funktionsmorphologie) aus der Kontrollgruppe, den 
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Gruppen mit unterschiedlichen Angiosklerosegraden sowie den beiden Gruppen mit Endomet-
rose-Angiosklerose-Kombinationen zeigen Tab. 9.1 im Anhang auf S. 117 ff. und Tab. 9.2 im 
Anhang auf S. 120. Zur Bestimmung des im jeweiligen Bioptat vorliegenden endometrialen 
Funktionszustandes wurden die in Tab. 9.3 (S. 120) ersichtlichen histomorphologischen Krite-
rien angewandt. 
 
3.3 Aufarbeitung für lichtmikroskopische Untersuchungen 
Von verschiedenen praktisch tätigen Tierärztinnen und Tierärzten wurden Endometriumbiop-
tate entnommen, unmittelbar in vierprozentigem, neutral gepuffertem Formaldehyd fixiert und 
an das Institut für Veterinär-Pathologie mit dem Ziel der histologischen Untersuchung zur Ka-
tegorisierung nach KENNEY und DOIG (1986), modifiziert nach SCHOON et al. (1992) über-
sandt. Die Einbettung der über einen Zeitraum von mindestens 24 Stunden fixierten Proben 
erfolgte in Paraplast (Fa. Vogel, Gießen) nach einem Standardverfahren mit dem Hypercenter 
XP (Fa. Shandon, Frankfurt). Mit einem Schlittenmikrotom (Fa. Reichert-Jung, Wien, Öster-
reich) wurden von den so hergestellten Paraffinblöckchen 3 bis 4 μm dicke Schnitte angefertigt 
und auf Objektträger (Fa. Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH, Edermünde) aufge-
zogen. Den zunächst abschließenden Schritt der Probenaufarbeitung stellte die routinemäßige 
Färbung der Paraffinschnitte mittels Hämalaun-Eosin (H.-E.) (RIEDELSHEIMER und BÜCHL-
ZIMMERMANN 2015) dar. Die Paraffinblöckchen standen für die Durchführung weiterführen-
der histochemischer (Kap. 3.4) und immunhistologischer Untersuchungen (Kap. 3.6, S. 31 f.) 
zur Verfügung. 
 
3.4 Lichtmikroskopische Untersuchungen 
Die lichtmikroskopische Untersuchung aller histologischen Präparate wurde unter Verwen-
dung von 4er-, 10er-, 20er- und 40er-Objektiven mit einem Standardmikroskop (CH-2) der Fa. 
Olympus (Hamburg) durchgeführt. Eine fotografische Dokumentation erfolgte mit einer Digital-
kamera (Modell DP26) sowie der Software „cell Sens Dimension“ der Fa. Olympus (Hamburg). 
Unter Einsatz einer Differenzial-Interferenz-Kontrast-Einrichtung (BH2-UCD, Fa. Olympus, 





Die anhand der H.-E.-Färbung für gut auswertbar be-
fundenen Bioptate ohne entzündliche und endomet-
rotische Alterationen wurden anschließend für die 
Charakterisierung und Graduierung der Angioskle-
rose mittels Pikrosiriusrot-Färbung nach Constantine 
(CONSTANTINE 1969), modifiziert nach Grüninger 
(GRÜNINGER 1996) gefärbt. Die verschiedenen 
Abb. 3.1: Arteriole ohne besonderen 
Befund, Kontrollgruppe; 
Pikrosiriusrot-Färbung 
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Gewebebestandteile/-strukturen in der Pikrosiriusrot-Färbung zeigen ein unterschiedliches 
Färbever-halten, welches in Tab. 3.1 zusammengefasst und beispielhaft in Abb. 3.1 (S. 30) 
dargestellt ist. Die zur Anfertigung der Pikrosiriusrot-Färbung verwendeten Färbelösungen und 
-rezepte sind im Anhang auf S. 117 ff. zu finden. Abb. 3.1 (S. 30) zeigt eine Arteriole in einem 
Bioptat einer unter 5 Jahre alten Maidenstute, die mittels der Pikrosiriusrot-Färbung für nicht 
angiosklerotisch verändert befundet werden kann. 
 
Tab. 3.1: Färbeverhalten der verschiedenen Gewebeanteile/-strukturen 
in der Pikrosiriusrot-Färbung 
Gewebebestandteil/-struktur Färbeverhalten 
kollagene Fasern rot, gut differenziert  
elastische Fasern leuchtend violett 
Proteoglykane blau-türkis 
Mastzellen leuchtend türkis-grün 
Zytoplasma glatter Muskelzellen gelb 
Zytoplasma anderer Zellen braun-grau 
Zellkerne braun 
 
3.6 Immunhistologische Untersuchungen 
Die immunhistologische Untersuchung erfolgte mittels ausgewählter Antikörper (s. Kap. 9.5.1, 
Tab. 9.7, S. 123 f.). Teilweise wurden diese im Institut für Veterinär-Pathologie bei vorherigen 
wissenschaftlichen Fragestellungen (MÜLLER 2008, TEUBNER 2014, OTZEN et al. 2016) bei 
der Tierart Pferd bereits verwendet (Anti-VEGF A, Anti-VEGF-R2) und hier den Protokollen 
entsprechend angewandt. Die Spezifität und Reaktivität für das equine Protein wurde mittels 
Western Blot bestätigt (unveröffentlichte Ergebnisse). Der Großteil der verwendeten Antikör-
per wurde für diese Arbeit bei der Tierart Pferd methodisch etabliert (Anti-GLUT1, Anti-HIF-
1α, Anti-CA IX, Anti-iNOS). In Anlehnung an die von RAMOS-VARA und MILLER (2014) sowie 
RAMOS-VARA und BORST (2017) beschriebene systematische Herangehensweise bei der 
immunhistologischen Etablierung von Antikörpern erfolgten Vorversuche an unterschiedlich 
lange (24 h, 48 h) formalinfixierten Tissue-Arrays aus maximal 4 h postmortal entnommenen 
equinen Gewebeproben. So wurde die Reaktivität der verwendeten Antikörper bei unter-
schiedlicher Vorbehandlung und Antikörperverdünnung sowie mit unterschiedlichen 
Detektionssystemen (Peroxidase-anti-Peroxidase-Methode, EnVision™) getestet. Die gewe-
bespezifische Expression wurde dann mit Literaturangaben (MUECKLER 1994, BROUWERS 
et al. 2008, MAZROA et al. 2009, DESCHENE et al. 2011) verglichen und entsprechende 
Positivkontrollen für die anschließenden immunhistologischen Untersuchungen identifiziert. In 
Kombination mit ausgewählten Endometriumbioptaten wurde die optimale Antikörperverdün-
nung austitriert. 
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Die in dieser Studie durchgeführten immunhistologischen Untersuchungen erfolgten mittels 
Peroxidase-anti-Peroxidase (PAP)-Methode und dem EnVision™-Antikörper-Komplex. Alle 
Bioptate wurden immunhistologisch auf das Vorkommen von VEGF A und dessen Rezeptor 
VEGF-R2 sowie GLUT1 und HIF-1α untersucht. Dabei handelt es sich bei den verwendeten 
Anti-VEGF A und Anti-HIF-1α um polyklonale Antikörper und bei Anti-GLUT1 sowie Anti-
VEGF-R2 um monoklonale Antikörper. Die einzelnen Verfahrensschritte bei der Durchführung 
der immunhistologischen Untersuchungen werden im Anhang (Kap. 9.5.3 auf S. 124 ff.) de-
tailliert beschrieben sowie die verwendeten Primärantikörper und deren Bezugsquellen aufge-
führt (s. Kap. 9.5.1, S. 123 f.). 
Die in Tab. 9.8 (s. Kap. 9.5.2, S. 124) genannten Gewebe des Pferdes wurden bei jeder im-
munhistologischen Untersuchung als Positivkontrollen mitgeführt. Die jeweils mit den Kon-
trollseren inkubierten Schnitte dienten als Negativkontrollen, wobei diese mit Kontrollserum T1 
(Oberflächenantigen von Hühner-Bursa-Lymphozyten) (HIRSCHBERGER 1987) bei monoklo-
nalen und mit Kaninchen-Kontrollserum bei polyklonalen Antikörpern inkubiert wurden. 
 
3.7 Western-Blot-Analyse 
Um für die Neuetablierung der Antikörper gegen HIF-1α, GLUT1, CA IX und iNOS die Spezi-
fität für das entsprechende equine Protein nachzuweisen, erfolgte der qualitative Proteinnach-
weis mittels Western Blot. Das dafür gewonnene Probenmaterial bestand aus Gewebeproben 
frischtoter Pferde (Entnahme bis max. 4 h post mortem) und wurde zunächst in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C tiefgefroren gelagert. Ent-
sprechend der etablierten Protokolle im Institut für Veterinär-Pathologie (Verfahrensschritte 
und benötigte Reagenzien siehe Kap. 9.6, S. 128 ff.) erfolgte: 
1. eine Proteinextraktion aus den equinen Gewebeproben 
2. die anschließende Auftrennnung der Proteine entsprechend ihrer Größe (Molekular-
masse) mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
3. ein Transfer der aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran 
4. die Detektion des nachzuweisenden Proteins mittels Primärantikörper, Peroxidase-
konjugiertem Sekundärantikörper und Chemilumineszenz-Kit. 
Die Proteingröße bzw. relative Molekularmasse wurde durch Vergleich mit den Proteinbanden 
eines parallel mitgelaufenen Markers mit definierten Proteingrößen ermittelt. 
 
3.8 Zellkultur 
Um die Reaktivität des verwendeten Anti-HIF-1α-Antikörpers bei der Tierart Pferd weiterhin zu 
testen, wurde an Monokulturen equiner endometrialer Epithel- und Stromazellen, wie sie von 
BÖTTCHER (2011) und THEUß (2011) im Institut für Veterinär-Pathologie der Universität 
Leipzig in Weiterentwicklung des von BUSCHATZ (2007) beschriebenen Verfahrens metho-
disch etabliert wurden, mittels Cobalt(II)-chlorid nach der von WU und YOTNDA (2011) be-
schriebenen Methode eine Hypoxie chemisch induziert (Verfahrensschritte und verwendete 
Reagenzien s. Kap. 9.7, S. 136 ff.). Als Kulturgefäße fanden hängende Millicell®-PET-
Membraneinsätze (1,0 μm Porengröße, transparent, 12 mm Innendurchmesser) (Fa. Millipore, 
Bedford, USA) in 12-Well-Zellkulturplatten (Multiwell™ TC Plate; Fa. Becton Dickinson, 
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Franklin Lakes, USA) Verwendung. Die auf den Millicell®-Membraneinsätzen kultivierten Zel-
len wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von CoCl2 (50 µM, 100 µM und 200 µM) 
sowie ohne CoCl2 im Nährmedium für 24 h inkubiert. Daran schloss sich die von BÖTTCHER 
(2011) und THEUß (2011) beschriebene weitere Aufarbeitung der zellbeladenen Membran-
einsätze zur Durchführung einer histologischen Untersuchung an. Es erfolgte analog zu den 
Endometriumproben (s. Kap. 3.3, S. 30) nach Anfertigung 3 bis 4 μm dicker Schnitte und Auf-
ziehen dieser auf Objektträger eine H.-E.-Färbung sowie eine immunhistologische Untersu-
chung mit Anti-HIF-1α (s. Kap. 9.5.1, Tab. 9.7, S. 123 f.). 
 
3.9 Histologische Beurteilungskriterien der Gefäße 
An den mittels Pikrosiriusrot gefärbten Schnitten wurde anhand der Zubildung von kollagenen 
und elastischen Fasern innerhalb der Blutgefäßwände der Angiosklerosegrad semiquantitativ 
bestimmt. Zu diesem Zweck wurden einerseits alle in einer Schnittebene vorhandenen Blut-
gefäße, getrennt nach Arterien, Arteriolen, Venen und Venulen (Kriterien zur Differenzierung 
zwischen den Blutgefäßtypen in Tab. 2.4 auf S. 21), gezählt und andererseits einem Angi-
osklerosegrad zugeordnet. Dabei wurden die im Anhang in Tab. 9.4 auf S. 121 ersichtlichen 
histomorphologischen Kriterien für Arterien und Arteriolen angewandt. Die Wandschichten des 
venösen Blutgefäßsystems sind lichtmikroskopisch oft nur schwer voneinander unterscheid-
bar. Der Anteil der zugebildeten kollagenen und elastischen Fasern wurde für das venöse 
Blutgefäßsystem semiquantitativ lichtmikroskopisch im Verhältnis zur Gesamtdicke der Ge-
fäßwandschicht abgeschätzt (s. Kap. 9.3, Tab. 9.5, S. 121). Im Anschluss wurde der relative 
Anteil der graduell variablen angiosklerotischen Veränderungen für die einzelnen Gefäßtypen 
bestimmt. Anhand der Kriterien in Tab. 9.6 (s. Kap. 9.3, S. 122) wurde so für jeden Schnitt eine 
Gesamtdiagnose hinsichtlich des Angiosklerosegrades abgeleitet. Auf diese Weise konnten 
Gruppen mit dezenter, geringgradiger, gering- bis mittelgradiger, mittelgradiger, mittel- bis 
hochgradiger (jeweils n = 10) und hochgradiger Angiosklerose (n = 8) gebildet werden. Auch 
die Gruppen bestehend aus Proben von tragenden Endometrien, solchen mit definiertem Zyk-
lusstand sowie mit Endometrose unterschiedlicher Ausprägungsgrade, wurden auf diese 
Weise beurteilt. 
 
3.10 Auswertung der immunhistologischen Untersuchungen 
Als positiv wurden hell- bis dunkelbraune, in der Schnittebene liegende, feingranuläre Reakti-
onsprodukte gewertet, die in den Negativkontrollen nicht nachweisbar waren. Die unterschied-
lichen immunhistologischen Marker wiesen dabei unterschiedliche Expressionsmuster auf (s. 
Kap. 9.5.1, Tab. 9.7, S. 123 f.). Als „negativ“ bewertet wurden homogene, hellbraune, extra-
zellulär lokalisierte Anfärbungen in den Endometriumproben, welche insbesondere im Bereich 
von Plasmainsudationen (Ödematisierung) und entnahmebedingten Quetschartefakten (bei 
einigen der untersuchten Bioptate trotz Vorselektion entnahmebedingt auftretend) vorkom-
men. Des Weiteren kann das Blutabbauprodukt Hämosiderin (eisenhaltiges Pigment, das in 
den Makrophagen und den Epithelzellen liegen kann) als grobscholliges, hellbraunes, auch 
innerhalb der Negativkontrolle nachweisbares Material von einer positiven immunhistologi-
schen Reaktion eindeutig abgegrenzt werden. 
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Bei der Beurteilung der Immunreaktivität wurden die Zellpopulationen des luminalen und glan-
dulären Epithels, des Stromas und der Blutgefäße des Endometriums berücksichtigt. Die Ex-
pression der verwendeten Marker in den entsprechenden Zellen kann eine 
intrazytoplasmatische (diffus, apikal akkumuliert), intranukleäre oder membranöse Verteilung 
aufweisen. Für möglichst vergleichbare Ergebnisse trotz unterschiedlicher Probengrößen wur-
den bei jedem Bioptat in jeweils zehn direkt nebeneinander liegenden Feldern (HPF = High 
Power Field = Vergrößerung 40er Objektiv) die jeweiligen Zellpopulationen der entsprechen-
den Schichten (luminales Epithel; glanduläres Epithel oberflächlicher, mittlerer und tiefer Drü-
sen; Stromazellen im Übergangsbereich Stratum compactum zu Stratum spongiosum) 
beurteilt. Dabei wurden pro Bioptat 50 HPF ausgewertet, wobei jeweils 10 HPF die beurteilte 
Zellpopulation einer Schicht umfassen. Bei den Gefäßen erfolgte eine Beurteilung von, sofern 
vorhanden, jeweils fünf Arterien, Arteriolen, Venen und Venulen, wobei die Zellpopulationen 
der einzelnen Wandschichten (Intima, Media und Externa) separat erfasst wurden. Aus den 
Werten der oben beschriebenen 10 HPF sowie aus den Werten für die fünf Gefäße wurde 
jeweils der Mittelwert gebildet und für weitere Erhebungen herangezogen. Die Bewertung der 
Expression der untersuchten Marker erfolgte semiquantitativ anhand des modifizierten Immun-
reaktiven Scores (IRS) nach ÖZGEN et al. (1997), der einen Wert zwischen 0 und 10 anneh-










Laufindex = n; 
Skalierungsfaktor φ = 5; 
Prozentsatz positiver Zellen = PP; 
Färbeintensität = SI 
 
Die Anzahl der positiv reagierenden Zellen (PP) wurde in Abhängigkeit von der jeweiligen Fär-
beintensität (SI) semiquantitativ eingeschätzt (vgl. Tab. 3.2), in Prozentzahlen angegeben und 
in die Formel eingesetzt. 
 
Tab. 3.2: Zuordnung von Färbeintensität und SI-Wert (IRS) 
Laufindex (n) Färbereaktion SI-Wert 
1 keine 0 
2 schwach 1 
3 mäßig 2 
4 stark 3 
Legende zu Tab. 3.2: SI-Wert: Färbeintensität; IRS: Immunreaktiver Score 
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Für den IRS ergeben sich demnach beispielthaft folgende Graduierungen: Zeigen 100 % der 
Zellen einer Zellpopulation eine geringgradige Expression eines Proteins, so beträgt der 
IRS = 1, zeigen sie eine mittelgradige Expression, ist der IRS = 5 und bei einer hochgradigen 
Expression beträgt der IRS = 10. 
 
3.11 Statistische Untersuchung 
Die statistische Untersuchung wurde mit dem Statistikprogramm SPSS 22 (SPSS Software-
GmbH, München) sowie die Datenvisualisierung mit GraphPad Prism 8 (Graphpad Software 
Inc., San Diego, Kalifornien, USA) durchgeführt. Für die deskriptive Statistik wurden zunächst 
jeweils der Mittelwert, der Median, die Standardabweichung und die Varianz berechnet und 
die Häufigkeiten der ermittelten Werte des Immunreaktiven Scores für die einzelnen unter-
suchten Schichten in Histogrammen dargestellt, um so die Voraussetzungen zur Anwendung 
nicht-parametrischer statistischer Tests zu prüfen (keine Normalverteilung und Unabhängig-
keit der Stichproben, mindestens Ordinalskalierung der abhängigen Variable, ähnliche Varian-
zen). Unterschiede zwischen den Gruppen wurden anhand des nicht-parametrischen Kruskal-
Wallis-Tests (Globaltest) geprüft, als statistisch signifikant gelten p-Werte ≤ 0,05. Um mög-
lichst exakte p-Werte zu erhalten, wurde dabei aufgrund der vergleichsweise geringen Stich-
probenzahl innerhalb einer Gruppe die Monte-Carlo-Methode bei einem Konfidenzniveau von 
99 % basierend auf 106 Stichprobentabellen durchgeführt. Für den Fall eines signifikanten 
Kruskal-Wallis-Tests, d. h., dass sich mindestens zwei Gruppen hinsichtlich ihres Zentralwer-
tes unterscheiden, erfolgte im Anschluss die Signifikanzprüfung zwischen den Gruppen mit 
Angiosklerose und der Kontrollgruppe anhand des ebenfalls nicht-parametrischem Mann-
Whitney-U-Tests (syn. Wilcoxon-Rangsummentest). Statistisch signifikant sind dabei für die 
insgesamt 6 durchgeführten Vergleiche p-Werte ≤ 0,0083 (gekennzeichnet mit einem 
Stern – *). Dabei handelt es sich um das angepasste Signifikanzniveau zur Eliminierung der 
Alphafehler-Kumulierung mittels Bonferroni-Korrektur bei multiplen Vergleichen. Statistisch 
auffällige Werte sind p-Werte ≤ 0,0167, solche sind mit einem Stern in Klammern – (*) – ge-
kennzeichnet. Analog dazu ergibt sich aufgrund des Durchführens von insgesamt 10 Verglei-
chen mittels Mann-Whitney-U-Test bei den Bioptatgruppen mit Endometrose hier nach 
Bonferroni-Korrektur eine Signifikanz ab p-Werten ≤ 0,005. 
Bei den Untersuchungen der Expression der untersuchten Hypoxiemarker in Abhängigkeit 
vom Vorliegen einer Trächtigkeit erfolgte die Überprüfung einer möglichen statistischen Signi-
fikanz mittels Mann-Whitney-U-Test für zwei unabhängige Stichproben. Signifikant sind hier 
wiederum p-Werte ≤ 0,05. 
Bei statistisch signifikanten Werten für die untersuchten Zellpopulationen/Blutgefäßtypen, de-
nen auswertungsbedingt nur eine sehr geringe Stichprobengröße zugrundeliegt, wurde die 
Effektstärke nach COHEN (1992) berechnet. Der Korrelationskoeffizient r wird dabei aus dem 
z-Wert und der Stichprobengrösse (n) errechnet, welche dem SPSS-Output entnommen wer-
den können: 𝑟 = |
𝑧
√𝑛
|. Die Einteilung von COHEN (1992) unterscheidet anhand der Werte für 





4.1 Charakterisierung des Probengutes 
4.1.1 Auswertung anamnestischer Daten der Stuten im Probengut 
4.1.1.1 Alter 
Bei 71 % (57/80) der untersuchten Bioptate aus der Kontrollgruppe und den Angiosklerose-
gruppen liegen entsprechende Altersangaben vor, während bei den restlichen Stuten (29 %, 
23/80) kein Alter auf dem Einsendungsformular angegeben wurde. Die Altersverteilung der 
beprobten Stuten mit bekanntem Alter ist in Abb. 4.1 dargestellt. 
Der vergleichsweise hohe Anteil junger Stuten (Alter ≤ 5 Jahre) ergibt sich überwiegend aus 
der Kontrollgruppe junger Maidenstuten, wobei eine 9-jährige Maidenstute (mit dezenter An-
giosklerose) im Probengut enthalten ist. Den Großteil der Alterspopulation bilden die Stuten 
mittleren Alters (7 bis 18 Jahre alt). 
Das Durchschnittsalter der gesam-
ten untersuchten Stutenpopulation 
beträgt 11,5 Jahre. 
 
4.1.1.2 Reproduktionsstatus 
Die Güstzeit, also die Zeitspanne, in 
der eine Stute erfolglos gedeckt 
oder besamt wurde, ist bei 59 % 
(47/80) der Stuten im Angioskle-
rose- und Endometrose-Probengut 
bekannt, während bei 41 % (33/80) 
keine Angaben zur Güstzeit vorlie-
gen (Kreisdiagramm in Abb. 4.2). 
















Abb. 4.1: Altersverteilung der Stuten, von denen die 80 untersuchten 









Angaben zur Güstzeit in Jahren
k. A. -- <1 1 2 >2
Abb. 4.2: Verteilung der Stuten aus den Angioskle-
rose- und Endometrose-Gruppen (n = 80) 
bezüglich der Güstzeit 
Legende: k. A.: keine Angabe; --: nicht güst 
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vorliegen (Balkendiagramm in Abb. 4.2, S. 36.), sind 68 % (32/47) der Stuten dabei weniger 
als 2 Jahre güst, wohingegen bei 32 % (15/47) der Stuten die Güstzeit mindestens 2 Jahre 
beträgt. 
Hinsichtlich der Anzahl der Abfohlungen in dieser Gruppe ergibt sich ebenfalls ein relativ inho-
mogenes Bild (s. Abb. 4.3). 
 
Eine Angabe zum Zyklusstand zum Zeitpunkt der Bioptatententnahme wurde bei 69 % (55/80) 
der untersuchten Bioptate gemacht (Abb. 4.4). Fast zwei Drittel dieser Stuten befindet sich 
demzufolge im (peri-)östrischen Abschnitt des Sexualzyklus (Präöstrus, Östrus, Postöstrus) 
während fast ein Drittel in der sekretorischen Phase des Sexualzyklus (Diöstrus) bioptiert wor-























Abb. 4.3: Anzahl der Abfohlungen entsprechend der vorberichtlichen 
Angaben zu den Stuten aus den Angiosklerose- und 
Endometrose-Gruppen 














Abb. 4.4: Aufteilung der Stuten bezüglich der anamnestischen Angaben hinsichtlich des Zyk-
lusstandes zum Zeitpunkt der Bioptatentnahme (Angiosklerose- und Endometrose-
Gruppen) 
Legende: k. A.: keine Angaben 
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Funktionsmorphologie der zugehörigen Endometriumbioptate entspricht jedoch der eines zu-
meist sekretorischen Endometriums und nicht, wie anhand des angegebenen Zyklusstandes 
zu erwarten wäre, der eines inaktiven Endometriums. Diese Proben weisen somit das Phäno-
men einer physiologischen Asynchronizität auf. Abschließend ergibt sich daher eine Verteilung 
der Proben, bei der 38 % als zugehörig zur Sekretionsphase gezählt werden können und 
62 %, die der proliferativen Phase des Zyklusgeschehens zuzuordnen sind. 
 
4.1.2 Auswertung der Ergebnisse bezüglich des Angiosklerosegrades 
Für die Bildung der Gruppen mit definierten Angiosklerosegraden sowie Endometrosegrad- 
und Angiosklerosegrad-Kombinationen sind insgesamt 171 mittels H.-E. gefärbte Schnitte aus 
den Jahren 1997 bis 2014 mit entsprechend vorliegenden Angiosklerose- bzw. Endometrose-
graden mittels Pikrosiriusrot gefärbt und es ist eine Graduierung der Angiosklerose entspre-
chend der festgelegten Kriterien (s. Kap. 9.3, S. 121 f.) vorgenommen worden 
(Bilddokumentation s. Kap. 9.8.1, S. 139 ff., Abb. 9.1 bis Abb. 9.9). Da nach der Beurteilung 
dieser Bioptate nicht zwingend die Kriterien für die Zuordnung zu einer der Gruppen mit defi-
niertem Angiosklerosegrad erfüllt bzw. Anzeichen einer irregulären glandulären Differenzie-
rung oder einer endometrialen Inaktivität erkennbar sind, wurden 91 Bioptate aus dem 
Untersuchungsgut ausgeschlossen. Bei den definiert angiosklerotischen Gruppen wird aus 
Gründen der Vergleichbarkeit auf die gleiche Gruppengröße (n = 10) geachtet. Im gesamten 
zur Verfügung stehenden Archivmaterial des Instituts für Veterinär-Pathologie sind jedoch le-
diglich 8 Endometriumbioptate zu finden, die ausschließlich eine hochgradige Angiosklerose, 
d. h. ohne das gleichzeitige Vorliegen entzündlicher oder endometrotischer Alterationen, auf-
weisen. Aus diesem Grund ergibt sich die geringere Gruppengröße von n = 8. Im Folgenden 
wird eine nähere Charakterisierung der Proben vorgenommen, die letztlich den Einschlusskri-
terien entsprechen und so die Grundlage für die weiterführenden immunhistologischen Unter-
suchungen hinsichtlich der Expression der Hypoxiemarker, vor allem in Abhängigkeit vom 
Angiosklerosegrad, darstellen. 
 
4.1.2.1 Bioptate mit ausschließlich angiosklerotischen Alterationen 
(inkl. Kontrollgruppe) 
Insgesamt sind in den Gruppen mit ausschließlich angiosklerotischen Alterationen sowie der 
Kontrollgruppe n = 17926 Blutgefäßanschnitte mittels Pikrosiriusrot-Färbung hinsichtlich des 
Vorliegens einer Angiosklerose graduiert worden. Abb. 4.5 auf S. 39 zeigt die prozentuale 
Verteilung der graduell variablen Angioskleroseläsionen bezogen auf die größeren und kleine-
ren arteriellen bzw. venösen Gefäße (Säulendiagramm) sowie die zugehörigen absoluten Häu-
figkeiten (Datentabelle). Zu erkennen ist, dass die arteriellen Gefäße häufiger eine 
Angiosklerose aufweisen als die venösen. Zudem ist ersichtlich, dass die kleineren Gefäße, 
d. h. Arteriolen und Venulen, zumeist einen größeren Anteil der untersuchten Gefäße in den 
Bioptaten ausmachen, was sich insbesondere in den absoluten Werten der einzelnen, graduell 
verschieden alterierten Gefäße widerspiegelt. Ein ähnliches Bild ergibt sich bei Betrachtung 
der einzelnen Gruppen: In Abb. 4.6 (S. 40) ist der vorliegende Angiosklerosegrad innerhalb 
der gebildeten Gruppen bezogen auf die kleineren und größeren arteriellen und venösen 
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Gefäße aufgeführt. Insbesondere bei den Bioptaten mit graduell höher ausgeprägten Gefäß-
läsionen wird der Anteil an unveränderten arteriellen Gefäßen kontinuierlich kleiner. Im Ge-
gensatz dazu zeigen die venösen Gefäße zwar tendenziell auch einen kleiner werdenden 
Anteil unveränderter Gefäße, dieser bleibt aber relativ konstant. 
 
 
4.1.2.2 Bioptate mit endometrotischen und angiosklerotischen Alterationen 
Zur Beurteilung eines möglichen Einflusses endometrotischer Veränderungen auf die Expres-
sion der untersuchten Hypoxiemarker erfolgt zudem eine Untersuchung ausgewählter Proben 
mit geringgradiger bzw. hochgradiger Endometrose in Kombination mit entsprechend vorlie-
gender geringgradiger bzw. hochgradiger Angiosklerose (jeweils n = 6). Zur Verifizierung des 
Angiosklerosegrades und zur Vergleichbarkeit der durchgeführten Untersuchungen werden 
diese Proben ebenfalls mittels Pikrosiriusrot-Färbung hinsichtlich ihrer degenerativen Gefäß-
veränderungen entsprechend der Kriterien (s. Kap. 9.3, S. 120 f.) graduiert. Dabei sind insge-
samt n = 2558 Blutgefäßanschnitte beurteilt worden und es ergeben sich für die beiden 
Gruppen die in Abb. 4.7 auf S. 41 ersichtlichen relativen Anteile angiosklerotischer Alterationen 
innerhalb der untersuchten Gefäßtypen. Die grafische Darstellung zeigt auch hier, dass vor 
allem die arteriellen Gefäße diejenigen sind, die die entsprechenden angiosklerotischen Ver-
änderungen aufweisen. So sind im Probengut mit der Kombination aus geringgradiger Endo-
metrose und Angiosklerose maximal 10 % der arteriellen Gefäße unverändert bzw. nahezu 
kein arterielles Gefäß bei den Bioptaten mit der Kombination aus den hochgradigen Verände-
rungen. Demgegenüber stellen sich die venösen Gefäße zwar ebenfalls deutlich verändert 
dar, ein nicht unerheblicher Anteil (ca. 30 bis 65 %) ist jedoch als unverändert zu werten.  
Abb. 4.5: Vorkommen von Angiosklerose in allen beurteilten Gefäßen in-
nerhalb der Bioptate aus den definiert angiosklerotischen 
Proben 
Legende: o.b.B.: ohne besonderen Befund; ggr.: geringgradig; 
mgr.: mittelgradig; hgr.: hochgradig; destr.: destruierend 
Arterien Arteriolen Venen Venulen
destr. 13 29 1 28
hgr. 159 1216 170 584
mgr. 197 1216 343 1037
ggr. 145 1122 701 1961































































Arterien Arteriolen Venen Venulen
mgr./hgr.-Gruppe
Abb. 4.6: Charakterisierung der gebildeten 
Gruppen anhand des Angiosklero-
segrades bezogen auf die Gefäßty-
pen 
Legende: 








Arterien Arteriolen Venen Venulen
hgr.-Gruppe





4.1.2.3 Proben aus trächtigen Stuten 
Im Untersuchungsgut, bestehend 
aus Proben von tragenden Uteri, 
finden sich mit 845 beurteilten 
Blutgefäßanschnitten insgesamt 
eine vergleichsweise geringe An-
zahl. Es handelt sich allerdings um 
eine Gruppe mit relativ wenig Ein-
zelproben (n = 7). Nach der Ein-
ordnung anhand der Befunde 
mittels Pikrosiriusrot-Färbung 
kann bei 4 Proben die Gesamtdi-
agnose keine, bei 2 Proben eine 
geringgradige und bei einer Probe 
eine gering- bis mittelgradige An-
giosklerose gestellt werden. In 
Abb. 4.8 ist wiederum die Vertei-
lung der graduell variablen dege-
nerativen Gefäßläsionen innerhalb 
der einzelnen Gefäßtypen dargestellt. Während Venen und Venulen einen zu vernachlässi-













Abb. 4.7: Charakterisierung der Gruppen mit gering- (links) bzw. hochgra-
dig (rechts) angiosklerotisch alterierten endometrialen Gefäßen 
in Kombination mit gering- (links) und hochgradiger Endomet-
rose (rechts) anhand des Angiosklerosegrades bezogen auf die 
Gefäßtypen 


















Abb. 4.8: Relative und absolute Häufigkeitsverteilung 
der angiosklerotisch veränderten Gefäße in 
den Proben aus tragenden Endometrien 





destr. 0 0 0 0
hgr. 0 11 0 1
mgr. 13 11 17 18
ggr. 23 20 37 25














knapp über der Hälfte der Arterien und Arteriolen, wenn auch überwiegend gering bis mäßig 
ausgeprägte, degenerative Gefäßwandveränderungen. 
 
4.1.2.4 Proben aus definierten Zyklusphasen 
Die Expression der untersuchten Hypoxiemarker in bestimmten Zyklusabschnitten ist eine wei-
tere kleine Untersuchungsgruppe aus Endometriumbioptaten gebildet worden, die mit Sicher-
heit im Östrus (21. Zyklustag) sowie im frühen (7. Zyklustag) und späten (14. Zyklustag) 
Diöstrus, entnommen wurden. Dabei sind zu jeder der drei genannten Zyklusphasen zwei Bi-
optate vorhanden, d. h. insgesamt handelt es sich um sechs Proben. Die Graduierung der 
einzelnen Gefäße mittels Pikrosiriusrot-Färbung zur Charakterisierung des Angiosklerosegra-
des, ergibt die in Abb. 4.9 dargestellten relativen und absoluten Häufigkeiten von Angioskle-
rosen bezogen auf die einzelnen Gefäßtypen. Leider stellt sich ein relativ inhomogenes Bild 
mit vergleichsweise ausgeprägten Gefäßläsionen bei insgesamt n = 484 ausgewerteten Blut-
gefäßanschnitten dar. Letzlich 
kann in drei Bioptaten so die Ge-
samtdiagnose keine und in jeweils 
einer Probe eine gering- bis mittel-
gradige, eine mittelgradige und 
eine mittel- bis hochgradige Angi-
osklerose gestellt werden. Wäh-
rend die Proben aus dem Östrus 
ausschließlich angiosklerotisch 
(ggr.-mgr. und mgr.-hgr.) verän-
dert sind, kann zumindest in den 
zwei Proben aus dem späten Di-
östrus sowie in einer Probe aus 
dem frühen Diöstrus insgesamt 
keine Gefäßveränderung nachge-
wiesen werden. Die zweite Probe 
aus dem frühen Diöstrus weist 
eine mittelgradige Angiosklerose 
auf.  
 
4.1.3 Auswertung der Bioptate hinsichtlich der vorgefundenen endometrialen Funkti-
onsmorphologie 
Im Rahmen der Beurteilung von den H.-E-gefärbten Schnittpräparaten der Angiokslerose- und 
Endometrose-Gruppen weisen von den 80 Bioptaten 42 % (34/80) eine proliferative und 49 % 
(39/80) eine sekretorische Funktionsmorphologie auf, sodass insgesamt ein vergleichsweise 
ausgewogenes Verhältnis besteht (s. Kap. 9.1, Tab. 9.1, S. 117 ff.). Vier Bioptate (5 %) befin-
den sich morphologisch im Übergang von der Proliferations- in die Sekretionsphase und drei 
Bioptate (4 %) im Übergang von einer sekretorischen in eine proliferative Funktionsmorpholo-
gie. Innerhalb der gebildeten Gruppen in Abhängigkeit vom vorliegenden Angiosklerose- oder 
Abb. 4.9: Relative und absolute Häufigkeitsverteilung 
der angiosklerotisch veränderten Gefäße in 
den Proben der Endometrien aus definierten 
Zyklusphasen 





destr. 5 1 2 5
hgr. 20 9 14 5
mgr. 14 9 15 14
ggr. 8 23 20 36














Endometrosegrad finden sich jeweils Bioptate mit sowohl proliferativer als auch sekretorischer 
Drüsenmorphologie, wobei in einer größeren Anzahl der Gruppen geringfügig mehr Bioptate 
aus der Sekretionsphase vorhanden sind (keine, gering- bis mittelgradige, mittelgradige, mit-
tel- bis hochgradige und hochgradige Angiosklerose-Gruppe) und in weniger Gruppen der An-
teil von Bioptaten mit einem proliferativen Funktionszustand überwiegt (dezente und 
geringgradige Angiosklerose-Gruppe sowie beide Endometrose-Gruppen). 
 
4.2 Methodische Etablierung der Antikörper und Überprüfung der 
spezifischen Reaktivität bei der Tierart Pferd 
4.2.1 Ergebnisse der Western-Blot-Analyse 
Um die Spezifität der verwendeten Antikörper, die noch nicht methodisch im Institut für Vete-
rinär-Pathologie der Universität Leipzig etabliert waren, nachzuweisen, wurde an verschiede-
nen equinen Gewebeproben ein Proteinnachweis mittels Western Blot durchgeführt. Die 
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Kap. 9.8.5 auf S. 153 bildlich dokumentiert. Die in 
den untersuchten Proben, bestehend aus Proteinisolaten von Herz, Niere, Leber, Huflamelle, 
Haut und Uterus, für HIF-1α zu erwartende(n) Bande(n) bei etwa 100 bis 120 kDa zeige(n) 
sich nicht, jedoch läßt sich auf einer Höhe von etwa 40 kDa eine Bande nachweisen, welche 
sich auch in einem Kontrollysat aus hypoxischen (humanen) HeLa-Zellen zeigt. Für GLUT1 
können Banden in Proteinisolaten von Gehirn, Niere, Lymphknoten und Uterus zwischen etwa 
76 und etwa 38 kDa nachgewiesen werden. Die spezifische Bande (zu erwarten ist eine Größe 
von 50 kDa) liegt etwa bei 52 kDa im Vergleich zum mitgelaufenen Größenstandard. Eine spe-
zifische Bande für CA IX (ca. auf Höhe von 40 kDa) mit dem verwendeten Antikörper läßt sich 
in Proteinisolaten aus Haut, Niere, Leber, Magen, Dünndarm und Uterus nachweisen. Für i-
NOS hingegen zeigt sich keine Bande auf der zu erwartenden Höhe von etwa 130 kDa in 
Proteinisolaten aus equinen Gewebeproben. 
 
4.2.2 Ergebnisse der immunhistologischen Vorversuche 
Ein Teil der Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Kap. 9.8.2 auf S. 142 bildlich dokumen-
tiert. 
4.2.2.1 HIF-1α 
Reproduzierbare immunhistologische Reaktionsprodukte können an equinen Gewebeproben 
sowohl bei einer Vorbehandlung mit Zitrat (pH 6) als auch mit EDTA (pH 9) und bei einer 
Verdünnung von 1:150 (ausschließlich bei max. 4 °C gekühlt gelagerter Antikörper) bzw. 1:50 
(aliquotierter, aufgetauter Antikörper nach Einfrieren bei –20 °C) dargestellt werden. Während 
bei der EDTA-Vorbehandlung zunehmend unspezifische (Hintergrund-)Reaktionen, unter an-
derem im Bereich des Bindegewebes, auftreten, sind diese bei der Zitratvorbehandlung deut-
lich geringer ausgeprägt. Durch Verwendung von EnVision™ zur Detektion und Darstellung 
der Immunreaktion können diese unspezifischen (Hintergrund-)Reaktionen auf ein tolerierba-
res Minimum reduziert werden. Eine graduell variabel ausgeprägte, vor allem intrazytoplasma-
tische Reaktion kann so zum Beispiel in Tubulusepithelzellen der Niere, Enterozyten des 
Dünndarms, zentrolobulären Hepatozyten, Bronchialepithelzellen und Keratinozyten im 
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Bereich der Huflamellen nachgewiesen werden. Eine zusätzliche intranukleäre Reaktion zeigt 
sich vereinzelt in equinen Plattenepithelkarzinomen sowie in der Herzmuskulatur. 
4.2.2.2 GLUT1 
Entsprechend der Vorgaben im Datenblatt zur Anwendung für die Immunhistologie an forma-
linfixiertem, paraffineingebettetem (FFPE) Material zeigen sich stabile Reaktionsprodukte bei 
einer Vorbehandlung mit Zitrat (pH 6) und einer Verdünnung des Antikörpers von 1:200. So-
wohl bei einer Darstellung der Immunreaktion mit EnVision™ als auch mittels PAP-Komplex 
kann in Endothelzellen im Gehirn und im perineuralen Gewebe sowie in intraneural gelegenen 
Endothelzellen im Nervus ischiadicus eine deutliche, membranöse und teils intrazytoplasma-
tische Expression dargestellt werden. 
4.2.2.3 CA IX 
Ein positives Reaktionsprodukt im Bereich der apikalen Zellmembran mehrerer Tubu-
lusepithelzellen findet sich bei beiden im Datenblatt angegebenen empfohlenen Verdünnun-
gen von 1:200 und 1:400 mit Zitratvorbehandlung im Rahmen der Anwendung für die 
Immunhistologie an FFPE-Gewebeproben von der Niere. Vergleichbare Reaktionen finden 
sich sowohl bei der Detektion mittels EnVision™ als auch mittels PAP-Komplex. In den ande-
ren untersuchten equinen Gewebeproben (u. a. Magen, Dünndarm, Leber, Uterus und Haut) 
kann keine Immunreaktion nachgewiesen werden. 
4.2.2.4 iNOS 
Mit dem verwendeten Antikörper kann bei der im Datenblatt empfohlenen Startverdünnung 
von 1:50 sowie bei einer Verdünnung von 1:25 und der Vorbehandlung mit Zitrat (pH 6) sowie 
EDTA (pH 9) eine Immunreaktion in diversen equinen Geweben nachgewiesen werden. In 
einem geringen bis mäßigen Ausprägungsgrad können sowohl intrazytoplasmatische sowie 
zum Teil auch intranukleäre Reaktionsprodukte unter anderem in Hepatozyten, Kardiomyozy-
ten, Nierentubulusepithelzellen, Keratinozyten, glatten Muskelzellen von Magen, Darm und 
Uterus, Blutgefäßmediamyozyten sowie endometrialen Drüsen- und luminalen Epithelzellen 
nachgewiesen werden. 
 
4.2.3 Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der Expression von HIF-1α 
an equinen endometrialen Zellkulturen 
Sowohl in den untersuchten endometrialen Stroma- als auch Epithelzellpopulationen zeigt sich 
eine intrazytoplasmatische Expression von HIF-1α in unterschiedlich ausgeprägter Intensität. 
In den Proben der Stroma- und Epithelzellen, bei denen zur chemischen Induktion einer Hy-
poxie eine Zugabe von 50 µM CoCl2-Lösung erfolgte, zeigt sich im Vergleich zu den Proben 
ohne CoCl2-Lösung sowie zu den Proben mit Zugabe von 100 µM und 200 µM CoCl2-Lösung 
zudem eine stärkere intrazytoplasmatische Expressionsintensität sowie abschnittsweise ein 





Von den methodisch im Institut noch zu etablierenden Antikörpern werden abschließend nicht 
alle in die sich anschließenden Gruppen-basierten immunhistologischen Untersuchungen ein-
geschlossen. Im Folgenden werden die entsprechenden Gründe dafür aufgeführt: 
• CA IX: 
Mittels Western Blot kann zwar eine spezifische Proteinbande in equinen Gewebeproben 
nachgewiesen werden, aufgrund des fehlenden Nachweises als immunpositiv zu werten-
der Reaktionsprodukte des verwendeten Antikörpers in diversen equinen Geweben zu-
sätzlich zu denen in der Niere, kann im Rahmen dieser Untersuchungen nicht von einer 
Spezifität und Reaktivität des Antikörpers an equinem Gewebe ausgegangen werden. 
• iNOS: 
Ein Nachweis des Proteins mittels Western Blot in Proteinisolaten aus den untersuchten 
equinen Gewebeproben kann nicht erfolgen. Im Gegensatz dazu sind im Rahmen der im-
munhistologischen Untersuchungen, u. a. in der Niere und der Leber, entsprechende Re-
aktionsprodukte zu erkennen. In den Proben von equinen Endometrien fällt die 
Farbreaktion dieses vor allem intrazytoplasmatisch lokalisierten Proteins jedoch auch zu-
meist intranukleär positiv aus. Aus diesem Grund kann auch hier nicht von einer spezifi-
schen Reaktion der verwendeten Antikörper an equinem Gewebe ausgegangen werden. 
 
Demgegenüber werden – aus den hier aufgeführten Gründen – die Anti-HIF-1α- und Anti-
GLUT1-Antikörper als erfolgreich methodisch etabliert angesehen und somit in die weiterfüh-
renden immunhistologischen Untersuchungen einbezogen: 
• HIF-1α: 
Ein Proteinnachweis im Western Blot auf korrekter Höhe im Vergleich zum Größenstan-
dard kann nicht erfolgen, sodass vermutlich infolge der kurzen Halbwertszeit des Proteins 
lediglich Abbauprodukte von HIF-1α spezifisch detektiert werden können. In Kombination 
mit dem positiven immunhistologischen Nachweis in equinen Gewebeproben sowie in den 
Proben der mit 50 µM CoCl2-Lösung inkubierten equinen endometrialen Zellen (chemische 
Induktion einer Hypoxie), wobei sich überwiegend ein intrazytoplasmatisches (typisch bei 
Normoxie), insbesondere bei den chemisch-hypoxischen equinen endometrialen Zellen je-
doch auch ein intranukleäres (typisch bei Hypoxie) Reaktionsprodukt darstellen lassen 
kann, wird von einer Reaktivität des Antikörpers gegen equines HIF-1α ausgegangen. 
• GLUT1: 
Es erfolgt sowohl ein molekularbiologischer Proteinnachweis mittels Western Blot im zu 
erwartenden Größenbereich als auch ein immunhistologischer Nachweis in kapillären En-
dothelzellen in equinen Gehirnproben und im perineuralen Gewebe peripherer Nervenge-
webeproben von Pferden. Die nachgewiesene Immunreaktion wirde somit als spezifisch 




4.3 Allgemeine Ergebnisse hinsichtlich der Expression der ausge-
wählten Hypoxiemarker 
4.3.1 HIF-1α 
In nahezu allen untersuchten Proben (90/93) von equinen Endometrien kann in unterschiedli-
chem Ausmaß und variabler Intensität HIF-1α immunhistologisch nachgewiesen werden. Eine 
Expression von HIF-1α ist in knapp über der Hälfte der Proben im luminalen Epithel sowie dem 
Epithel der Drüsenauführungsgänge (54/93) und in über 90 % der Proben in den glandulären 
Epithelien (86/93) erkennbar. Die Stromazellen zeigen nahezu ausnahmslos keine Expres-
sion, wobei in einem Bioptat aus der Kontrollgruppe eine dezente Expression nachgewiesen 
werden kann. Dabei war HIF-1α in der Mehrzahl der Bioptate ausschließlich intrazytoplasma-
tisch und lediglich vereinzelt intranukleär lokalisiert. Tab. 4.1 gibt dabei einen Überblick über 
die Anzahl der Proben, in denen HIF-1α intrazytoplasmatisch und gegebenenfalls zusätzlich 
intranukleär lokali-
siert ist. Der intra-
nukleäre Nach- 
weis zeigt sich 
aber größtenteils 
erst in Bioptaten 
mit mindestens 
mittel- und zumeist 
hochgradigem An-
giosklerosegrad. 
Im Bereich der Ge-
fäße zeigt sich 
häufig eine HIF-1α-
Expression im En-
dothel (E) sowie in 
den Mediamyozy-
ten (MMZ) von Ar-
terien (E: 58/93, 
MMZ: 61/93) und 
Arteriolen (E: 68/93, MMZ: 65/93). Während im Endothel vor allem eine intrazytoplasmatische 
Expression erkennbar ist, läßt sich vergleichsweise häufig ein intranukleäres Reaktionspro-
dukt in den Mediamyozyten nachweisen. Gelegentlich kann auch im Endothel der venösen 
Blutgefäße eine geringe bis maximal mäßige intrazytoplasmatische Expression beobachtet 
werden, d. h. in 15 der 93 Proben für die beurteilten Venen und in 7 von 93 Proben für die 
beurteilten Venulen. In den endometrotischen Drüsen kann in allen 12 untersuchten Proben 
eine intrazytoplasmatische und in einer Probe eine zusätzliche, dezente, intranukleäre Expres-
sion nachgewiesen werden. 
 
Tab. 4.1: Anzahl des intrazytoplasmatisch und zusätzlich intranukleär 
lokalisierten HIF-1α in den untersuchten Zellpopulationen 





luminales Epithel und Drüsen-
ausführungsgänge 
54 11 
oberflächliche Drüsenabschnitte 76 4 
mittlere Drüsenabschnitte 79 6 
basale Drüsenabschnitte 82 5 
Stromazellen 1 - 
Arterien-Intima 58 5 
Arterien-Media 61 49 
Arteriolen-Intima 68 7 
Arteriolen-Media 65 40 
Venen-Intima 15 - 
Venulen-Intima 7 - 




Eine Expression von GLUT1 kann in 88 der 93 Proben ebenfalls in unterschiedlichem Ausprä-
gungsgrad und variabler Intensität vorgefunden werden. Vor allem das luminale Epithel sowie 
das Epithel der Drüsenausführungsgänge zeigt eine Expression in 72 der 93 untersuchten 
Proben. In weniger als der Hälfte der Proben (43/93) ist in den oberflächlichen Drüsenepithe-
lien eine GLUT1-Expression erkennbar. In tiefer gelegenen Drüsenepithelien weisen 17 % der 
Proben (16/93) im Bereich der mittleren und knapp 12 % der Proben (11/93) im Bereich der 
basalen Drüsenabschnitte eine Immunreaktion auf. In 10 der 12 Proben ist GLUT1 in endo-
metrotischen Drüsen nachweisbar. In Stromazellen kann immunhistologisch kein GLUT1 
nachgewiesen werden. Im Hinblick auf die Gefäße kann lediglich vereinzelt eine Immunreak-
tion beobachtet werden: Innerhalb der Arterien lässt sich in vier Proben im Endothel (E), bei 
12 Proben in den Mediamyozyten (MMZ) und bei drei Proben in den adventitialen Zellen eine 
Expression erkennen. Ähnlich verhält es sich mit der Expression in den arteriolären Wand-
schichten (E: 5/93; MMZ: 18/93). GLUT1 kann zudem in sechs Proben in Mediamyozyten von 
Venen und in einer Probe im Endothel sowie in zwei Proben in der Media von Venulen nach-
gewiesen werden. Überwiegend zeigt GLUT1 dabei vor allem ein membranöses Expressions-
muster. Im luminalen Epithel, dem Epithel der Drüsenausführungsgänge sowie dem 
glandulären Epithel ist GLUT1 dabei vor allem basal und in einigen Fällen auch lateral lokali-
siert. Daneben ist vor allem im Bereich der Gefäßwandschichten auch ein intrazytoplasmati-
sches Expressionsmuster erkennbar, wobei dieses im Bereich der Endothelzellen 
histomorphologisch von einer mebranösen Lokalisation nicht sicher unterschieden werden 
kann. Obwohl das Kapillarendothel nicht zu den Zellpopulationen gehört, die in die immunhis-
tologische Auswertung einbezogen werden, war auffällig, dass in 68 der 93 Proben hier eine 
GLUT1-Expression zu erkennen ist. Aufgrund der geringen Größe der kapillären Strukturen 
kann hier abschließend histomorphologisch ebenfalls nicht beurteilt werden, ob es sich um 
eine membranöse oder intrazytoplasmatische Lokalisation im Kapillarendothel handelt. 
 
4.3.3 VEGF A 
Mit Ausnahme einer Probe kann VEGF A fast im gesamten Untersuchungsgut in vergleichs-
weise hohen Intensitäten nachgewiesen werden. In nahezu allen untersuchten Zellpopulatio-
nen ist dabei eine überwiegend diffus intrazytoplasmatische Expression zu erkennen. In 
wenigen der untersuchten Endometrien ist die Farbreaktion im Bereich der Epithelzellen (glan-
duläres Epithel, luminales Epithel und Drüsenausführungsgangepithel) dezent auch intranuk-
leär lokalisiert, wobei es sich dabei aufgrund der hohen Intensität der intrazytoplasmatischen 
Immunreaktion um den Zellkern herum vermutlich um Artefakte handelt. Hinsichtlich des Aus-
maßes sowie der Intensität sind zwischen den Bioptaten jedoch deutliche Variationen zu er-
kennen. In Tab. 4.2 auf S. 48 ist die absolute Häufigkeit der VEGF-A-positiven Proben bezogen 
auf die untersuchten Zellpopulationen dargestellt. Dabei fällt auf, dass vor allem im Bereich 
der Epithelzellen in nahezu allen Proben eine positive Immunreaktion zu finden ist. In endo-
metrotischen Drüsen kann in einer der 12 Proben mit endometrotischen Veränderungen keine 
VEGF-A-Expression beobachtet werden. Variationen in der Expression von VEGF A zeigen 
sich hingegen vor allem im Bereich der Blutgefäße, wobei sowohl die arteriellen als auch die 
venösen Gefäße jeweils untereinander ein ähnliches Verhältnis hinsichtlich des Vorkommens 
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einer positiven Immunreaktion aufweisen. Auch wenn die kapillären Endothelzellen nicht in die 
Beurteilung einbezogen werden, so war VEGF A in 62 der 93 Proben intrazytoplasmatisch 
bzw. membranös in diesen zu finden. 
 
4.3.4 VEGF-R2 
Trotz der nahezu konstanten 
VEGF-A-Expression zeigt sich 
eine sehr variable Expression 
dessen Rezeptors VEGF-R2. 
Zwar kann dieser in 84 der 93 
Proben nachgewiesen werden, 
innerhalb der untersuchten Zell-
populationen bestehen jedoch 
große Unterschiede im Expressi-
onsverhalten. Am häufigsten ist 
eine Immunreaktion gegen 
VEGF-R2 im Bereich der glan-
dulären Epithelien erkennbar: So 
kann in 76 bis 80 % der oberfläch-
lichen (71/93), mittleren (72/93) 
und basalen (74/93) Drüsenab-
schnitte eine VEGF-R2-
Expression unterschiedlicher In-
tensität dargestellt werden. In 
knapp 60 % (54/93) des Proben-
gutes ist der Rezeptor auch im lu-
minalen Epithel nachweisbar. In 
endometrotischen Drüsen ist in 
zehn der zwölf Proben eine 
VEGF-R2-Expression zu erkennen. In Stromazellen zeigt sich lediglich in zwei der untersuch-
ten Proben eine Expression von VEGF-R2. Im Gegensatz zum Epithel lässt sich VEGF-R2 im 
Bereich der Gefäßwandschichten in vergleichsweise wenigen Proben nachweisen. Eine 
VEGF-R2-Expression im Endothel (E) sowie in den Mediamyozyten (MMZ) lässt sich in eini-
gen Arterien (E: 12/93, MMZ:19/93) und Arteriolen (E: 13/93, MMZ: 25/93) sowie in wenigen 
Venen (E: 13/93, MMZ: 8/93) und Venulen (E: 9/93, MMZ:1/93) beobachten. Darüber hinaus 
kann auch in sieben Proben im Kapillarendothel eine positive Immunreaktion detektiert wer-
den. Während sich in den epithelialen Zellpopulationen (glanduläre und luminale Epithelien 
sowie Drüsenausführungsgangepithel) eine überwiegend diffus intrazytoplasmatische Expres-
sion zeigt, ist die Immunreaktion häufig auch apikal akkumuliert nachweisbar. Im Bereich des 
Blutgefäßendothels ist VEGF-R2 vor allem mebranös bzw. intrazytoplasmatisch lokalisiert, wo-
bei dies histomorphologisch nicht immer eindeutig zu differenzieren ist. Dagegen ist in den 
immunpositiven Mediamyozyten wiederum eine intrazytoplasmatische Expression zu erken-
nen. 
Tab. 4.2: Absolute Häufigkeit der VEGF-A-Expression in 
den untersuchten Zellpopulationen 
unterstrichen sind auffällige Befunde (hohe Anzahl 
positiv reagierender Proben) 
Lokalisation Anzahl der 
immunhistologisch 
positiven Proben 
luminales Epithel und Zellen der 
Drüsenausführungsgänge 
91 
oberflächliche Drüsenabschnitte 92 
mittlere Drüsenabschnitte 91 














endometrotische Drüsen 11 
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4.4 Vergleichende Ergebnisse der immunhistologischen Expres-
sion der ausgewählten Hypoxiemarker 
4.4.1 Expression in Abhängigkeit vom Angiosklerosegrad 
In den folgenden Kapiteln wird mithilfe von Punkt-Streu-Diagrammen (scatter dot plot) der Im-
munreaktive Score (IRS) gruppenweise in Abhängigkeit vom Angiosklerosegrad dargestellt. 
Zur Veranschaulichung der Ergebnisse werden zusätzlich als Streuungsmaß der Interquar-
tilabstand (interquartile range - IQR), in dem die mittleren 50 % der ermittelten IRS der Proben 
aus einer Gruppe liegen (Fehlerbalken in grau), sowie der Median (horizontale schwarze Linie) 
angegeben. Die hellblauen Symbole stellen die einzelnen ermittelten IRS-Werte pro Bioptat 
dar. Alle 68 Bioptate wurden auf die Expression der ausgewählten Hypoxiemarker (HIF-1α, 
GLUT1, VEGF A und VEGF-R2) untersucht. Es werden gruppenspezifische Unterschiede in 
der Expression in Abhängigkeit vom Angiosklerosegrad dargestellt. Zu diesem Zweck wird, 
sofern sich eine vergleichsweise konsistente Expression zeigt, der IRS des luminalen Epithels 
und der Epithelzellen der Drüsenausführungsgänge, der Drüsenepithelzellen (oberflächliche, 
mittlere und basale Drüsenepithelzellen), der Stromazellen sowie der untersuchten Gefäßty-
pen aufgeführt. Für eine zusammenfassende Darstellung aller Epithelzellen wird zudem ein 
„übergreifender“ IRS-Wert aus allen untersuchten Epithelzellpopulationen in Form des Medi-
ans der IRS-Werte des luminalen Epithels und der Epithelzellen der Drüsenausführungsgänge 
und der Drüsenepithelzellen betrachtet. Die Ergebnisse der oberflächlichen, mittleren und ba-
salen Drüsenepithelzellen werden dabei aufgrund der vergleichsweise geringen Unterschiede 
hinsichtlich ihrer Expressionsintensität und der Anzahl positiv mit dem verwendeten Antikörper 
reagierender Zellen zu einem IRS-Wert in Form des Medians aus den IRS-Werten von diesen 
oberflächlichen, mittleren und basalen Drüsenepithelzellen zusammengefasst. Der IRS der 
untersuchten Gefäßtypen wird, sofern sich eine ausreichende Expression im Bereich aller Ge-
fäße erkennen lässt, zum einen insgesamt (Mediane aus den IRS-Werten aller untersuchten 
Gefäßtypen) sowie vor allem getrennt nach arteriellen (Mediane aus den IRS-Werten der Ar-
terien und Arteriolen) und venösen (Mediane aus den IRS-Werten der Venen und Venulen) 
Gefäßen zusammengefasst. Untersucht wurden zwar alle drei Gefäßwandschichten (Intima – 
v. a. repräsentiert durch Endothelzellen, E; Media – v. a. repräsentiert durch Mediamyozyten, 
MMZ; Adventitia – v. a. repräsentiert durch Fibrozyten), da die Zellen der Adventitia jedoch in 
der Regel keine oder nur eine sehr geringe Expression sowohl hinsichtlich der Expressionsin-
tensität als auch der Anzahl der positiv mit dem verwendeten Antikörper reagierenden Zellen 
zeigen, werden hier die Werte des IRS für die Intima und die Media, d. h. ohne die IRS-Werte 
der Adventitia, zu einem IRS-Wert als Median aus den IRS-Werten von Intima und Media zu-
sammengefasst. Da bei den arteriellen Gefäßen für HIF-1α und VEGF A durchaus Unter-
schiede zwischen beiden Gefäßtypen und den untersuchten Wandschichten hinsichtlich der 
Expression erkennbar sind, erfolgt hier eine zusätzliche getrennte Betrachtung von Arterien 





• Epithel gesamt  
Die Expression im Bereich der Epithelzellen 
(s. Abb. 4.10) ist insgesamt eher gering aus-
geprägt (IRS i. d. R. ≤ 3). Des Weiteren be-
steht innerhalb der Angiosklerose-Gruppen 
auch eine gewisse Variabilität der ermittelten 
IRS-Werte. Während der Median bei den 
Gruppen ohne, mit geringgradigen und mit-
telgradigen angiosklerotische(n) Verände-
rungen sowie deren Zwischenstufen der IRS 
kleiner als 1 ist und vergleichsweise oft den 
Wert 0 annimmt, liegt er bei den Proben mit 
höhergradiger Angiosklerose oberhalb von 
1. Ein gruppenspezifischer statistisch signifi-
kanter Unterschied kann mittels Kruskal-
Wallis-Test jedoch nicht nachgewiesen wer-
den (p = 0,083) 
 
 
• Luminales Epithel und Zellen der Drüsenausführungsgänge 
Bei Betrachtung der IRS-Werte für das lumi-
nale Epithel und die Epithelzellen der Drü-
senausführungsgänge (s. Abb. 4.11) 
erkennt man eine insgesamt überwiegend 
sehr geringe Expression von HIF-1α mit 
IRS-Werten von 0 bis 1. Der überwiegende 
Anteil der IRS-Werte nimmt unabhängig 
vom Angiosklerosegrad einen Wert von 0 
bzw. einen kleiner als 0,5 an. Etwa ein bis 
zwei Werte pro Gruppe liegen oberhalb die-
ser Grenze. Anhand der grafischen Darstel-
lung lässt sich im Wesentlichen keine 
Tendenz hinsichtlich der Expression von 
HIF-1α in Abhängigkeit vom Angiosklerose-
grad ableiten. Die statistische Untersuchung 
ergibt im Kruskal-Wallis-Test einen p-Wert 
von 0,294 und schließt somit einen statis-
tisch signifikanten Unterschied zwischen 
den untersuchten Gruppen aus. 
  

























Abb. 4.11: IRS der untersuchten luminalen 
Epithelzellen sowie der Zellen 
der Drüsenausführungsgänge in 
Abhängigkeit vom Angiosklero-
segrad für HIF-1α 



























Abb. 4.10: IRS der untersuchten Epithelzel-
len in Abhängigkeit vom Angio-
sklerosegrad für HIF-1α 
Legende: 
IRS: Immunoreaktiver Score; 
obB: ohne besonderen Befund; 
dez: dezent; ggr : geringgradig; 




Im Wesentlichen entspricht das Diagramm für 
die Drüsenepithelzellen (s. Abb. 4.12) dem 
der Epithelzellen in Gänze. Die Immunreak-
tion ist insgesamt überwiegend gering ausge-
prägt, wobei der IRS überwiegend Werte von 
≤ 3 zeigt. Innerhalb der Angiosklerose-Grup-
pen stellen sich die ermittelten Werte variabel 
dar. Der Median der IRS-Werte der einzelnen 
Gruppen ohne, mit geringgradigen und mittel-
gradigen angiosklerotische(n) Veränderun-
gen sowie deren Zwischenstufen ist in der 
Regel kleiner als 1. Ab einer mittel- bis hoch-
gradigen Angiosklerose liegt dieser knapp 
oberhalb von 1 und steigt bei einer hochgra-
digen Angiosklerose etwa um das Doppelte 
an. Dennoch ergeben sich mittels Kruskal-
Wallis-Test keine statistisch signifikanten 
Gruppenunterschiede (p = 0,09). 
 
• Stromazellen 
Stromazellen zeigen im Rahmen der durchgeführten Untersuchungen nahezu durchgän-
gig keine Expression von HIF-1α. Lediglich in einer untersuchten Biopsie aus der Kontroll-
gruppe ohne angiosklerotische Veränderungen kann ein IRS von 0,02 ermittelt werden. 
 
• Blutgefäße 
Betrachtet man die IRS-Werte aller unter-
suchten Gefäßtypen (s. Abb. 4.13), zusam-
mengefasst aus den jeweiligen Medianen 
der IRS-Werte der Endothelzellen (Intima) 
und der Mediamyozyten (Media), lassen sich 
zunächst keine Unterschiede in der Expres-
sion von HIF-1α erkennen. Insgesamt lässt 
sich eine sehr geringe Immunreaktivität aus 
den Werten ableiten. Während insgesamt in 
allen Gruppen überwiegend IRS-Werte von 
0 und knapp darüber ermittelt werden, sieht 
man bei den Bioptaten mit hochgradiger An-
giosklerose einen geringfügigen Anstieg des 
IRS, welcher sich in dem etwas höheren Me-
dian widerspiegelt. Dieser Anstieg ist im 
Kruskal-Wallis-Test statistisch jedoch nicht 



























Abb. 4.13: IRS der untersuchten Blutgefäße 
in Abhängigkeit vom Angioskle-
rosegrad für HIF-1α 



























Abb. 4.12: IRS der untersuchten Drü-
senepithelzellen in Abhängigkeit 
vom Angiosklerosegrad für 
HIF-1α 
Legende: s. Abb. 4.10, S. 50 
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• Arterielle Gefäße 
Bei Betrachtung der Gesamtheit der unter-
suchten Arterien und Arteriolen (s. Abb. 
4.14) fällt eine überwiegend geringe 
(IRS ≤ 1) und teils geringe bis mäßige (IRS 
zwischen 1 und 6) Expression von HIF-1α 
auf. Im Gruppenvergleich erkennt man in der 
grafischen Darstellung keine deutlichen Un-
terschiede bezüglich des Interquartilab-
stands oder der Mediane. Innerhalb der 
Gruppen besteht zwar wiederum eine relativ 
unterschiedliche Expression von HIF-1α, 
insbesondere im Vergleich der Kontroll-
gruppe und der Gruppe mit hochgradiger An-
giosklerose lässt sich eine ähnliche 
Expressionsstärke darstellen. Die anderen 
Gruppen gleichen sich dagegen untereinan-
der. Ein statistisch signifikanter Unterschied 
zwischen allen Gruppen kann mittels Kruskal-Wallis-Test zwar nachgewiesen werden 
(p = 0,04), diese Signifikanz besteht jedoch nicht im Vergleich der Angiosklerosegruppen 
zur Kontrollgruppe. 
 
Für eine genauere Bestimmung, welcher der Gefäßtypen und welche Wandschicht diese 
Signifikanz begründen, erfolgt eine detailliertere Betrachtung (s. Abb. 4.15, S. 53). Im Ver-
gleich fällt hier einerseits auf, dass der IRS insgesamt geringfügig höhere Werte für die 
untersuchten Arterien annimmt. Dies wird insbesondere im Bereich der Intima deutlich. 
Hinsichtlich der Mediane unterscheiden sich die einzelnen Gruppen insgesamt nur mäßig. 
Während die Kontrollgruppe und die Gruppe der Bioptate mit hochgradiger Angiosklerose 
vergleichbare Werte aufweisen, sind die Werte der übrigen Gruppen als ähnlich anzuse-
hen. Ein statistisch hoch signifikanter Unterschied stellt sich für die Media der Arterien im 
Gruppenvergleich mittels Test nach Kruskal-Wallis dar (p = 0,001) und ist damit vermutlich 
als ursächlich für die signifikanten Unterschiede der arteriellen Gefäße in toto anzusehen. 
Im Einzelnen bestehen im Mann-Whitney-U-Test signifikante Unterschiede zwischen der 
Kontrollgruppe sowie den Gruppen mit dezenter (p = 0,003), gering- bis mittelgradiger 
(p = 0,001), mittelgradiger (p = 0,001) und mittel- bis hochgradiger (p = 0,004) Angioskle-
rose, wobei der Vergleich der Mediane eine verminderte Expression ergibt. Statistisch auf-
fällig ist zudem der Vergleich zur Gruppe mit geringgradiger Angiosklerose (p = 0,011). 
Sowohl die Intima der Arterien (p = 0,181) als auch der Arteriolen (p = 0,113) und die Media 
der Arteriolen (p = 0,102) weisen im Kruskal-Wallis-Test demgegenüber keine statistisch 



























Abb. 4.14: IRS der untersuchten arteriellen 
Blutgefäße in Abhängigkeit vom 
Angiosklerosegrad für HIF-1α 
Legende: s. Abb. 4.10, S. 50 
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• Venöse Gefäße 
Die venösen Gefäße zeigen lediglich in 14 der 68 Bioptate eine Expression von HIF-1α 
und zwar ausschließlich im Bereich der Intima der Venen (12/68) und teils auch der 
Venulen (7/68). Aufgrund des geringen Probenumfangs mit positiver Immunreaktion wäre 
eine Überprüfung mittels statistischer Untersuchung nicht hinreichend aussagekräftig. 
 
4.4.1.2 GLUT1 
• Epithel gesamt 
Eine Betrachtung der Epithelzellen als Gesamtheit hinsichtlich der Expression von GLUT1 
lässt in nahezu allen Angiosklerosegruppen IRS-Werte von überwiegend 0 erkennen. Le-
diglich in der Gruppe mit geringgradiger sowie gering- bis mittelgradiger Angiosklerose 
ergeben sich IRS-Werte von überwiegend 0 bis 0,5 und vereinzelt 0,5 bis 2. Eine Expres-
sion von GLUT1 zeigt sich, wie in Kapitel 4.3.2 (s. S. 47 f.) beschrieben, vor allem im 
luminalen Epithel und den Zellen der Drüsenausführungsgänge sowie in etwa der Hälfte 
der Proben im oberflächlichen Drüsenepithel. Aus diesem Grund erfolgt für GLUT1 im Ge-























































Abb. 4.15: IRS der Intima (oben) bzw. der Media (unten) im Vergleich zwischen Arterien 
(blau) und Arteriolen (rot) in Abhängigkeit vom Angiosklerosegrad 





* * * * 
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• Luminales Epithel und Zellen der Drüsen-
ausführungsgänge 
In Abb. 4.16 erkennt man für das luminale Epithel 
und die Zellen der Drüsenausführungsgänge 
eine graduell variable Expression von GLUT1 in 
Abhängigkeit vom Angiosklerosegrad, d. h. zwi-
schen und andererseits innerhalb der Angioskle-
rose-Gruppen. Entgegen der vermuteten 
Annahme, dass es mit steigendem Angiosklero-
segrad zu einer verminderten Durchblutung mit 
konsekutiver Hypoxie und zu einer Steigerung 
der Expression des Hypoxiemarkers GLUT1 
kommt, zeigt die grafische Darstellung eine ge-
ringfügige Tendenz hin zu einer verminderten 
Expression. Dies ist an den niedriger gelegenen 
Interquartilabständen sowie der Verringerung 
der Medianwerte erkennbar. Ein statistisch signi-
fikanter Unterschied lässt sich allerdings nicht 
nachweisen (p = 0,622). 
 
• Oberflächliches Drüsenepithel 
Im Bereich des Drüsenepithels zeigt sich lediglich in ca. 46 % der untersuchten Bioptate 
eine GLUT1-Expression im Bereich der oberflächlichen Drüsenabschnitte, wobei sich ins-
gesamt eine geringe Immunreaktion darstellen lässt (s. Abb. 4.17). Am häufigsten kann 
GLUT1 in Bioptaten mit geringgradiger und gering- bis mittelgradiger Angiosklerose sowie 
zu einem geringeren Anteil in der Kontrollgruppe 
und bei dezenter Angiosklerose nachgewiesen 
werden. In den Gruppen mit mittelgradiger, mit-
tel- bis hochgradiger und hochgradiger Angi-
osklerose zeigt sich hingegen keine GLUT1-
Expression. In Kombination mit dem Expres- 
sionsverhalten vom luminalen Epithel und den 
Zellen der Drüsenausführungsgänge unterstützt 
das die Annahme einer verminderten Expression 
bei höhergradigen angiosklerotischen Verände-
rungen. Die Expression von GLUT1 in Abhängig-
keit vom Angiosklerosegrad im Bereich der 
oberflächlichen Drüsenepithelien mit einem 
p-Wert von 0,008 weist einen hoch signifikanten 
Unterschied auf, wobei dies aufgrund der insge-
samt vergleichsweise geringen Immunreaktivität 
möglicherweise nicht repräsentativ ist. Im Ver-
gleich mit der Kontrollgruppe ergibt sich für die 
Angiosklerosegruppen keine statistische Signi-



























Abb. 4.16: IRS der untersuchten lumina-
len Epithelzellen sowie der 
Zellen der Drüsenausfüh-
rungsgänge in Abhängigkeit 
vom Angiosklerosegrad für 
GLUT1 



























Abb. 4.17: IRS der untersuchten ober-
flächlichen Drüsenepithel-
zellen in Abhängigkeit vom 
Angiosklerosegrad für 
GLUT1 




fikanz, sodass zwar signifikante Unterschiede zwischen allen Gruppen bestehen, sich je-
doch nicht im direkten Vergleich mit der Kontrollgruppe erkennen lassen. Fasst man die 
beiden Schichten mittels Medianbildung zusammen, ergibt sich ein p-Wert von 0,304 und 
somit insgesamt kein signifikanter Unterschied. 
 
• Stromazellen 
Im Bereich der Stromazellen kann in keinem der Bioptate im Rahmen der durchgeführten 
Untersuchungen eine Expression von GLUT1 nachgewiesen werden. 
 
• Arterielle Gefäße 
Abb. 4.18 zeigt, dass insgesamt in den arteriellen 
Gefäßen, die eine GLUT1-Expression aufweisen, 
eine sehr geringe Immunreaktion nachgewiesen 
werden kann (IRS-Wert von maximal ca. 0,5). Zu-
dem sind es vergleichsweise wenige Bioptate, in 
denen die Arterien und Arteriolen im Bereich der 
Media und seltener auch in der Intima eine Ex-
pression von GLUT1 zeigen. Auffällig ist jedoch 
wiederum, dass sich die Expression vorrangig 
auf die Kontrollgruppe sowie die Bioptate mit de-
zenter, geringgradiger und gering- bis mittelgra-
diger Angiosklerose beschränkt. Bei einem 
höheren Angiosklerosegrad lässt sich lediglich in 
einem Bioptat mit mittelgradiger Angiosklerose 
eine Expression in arteriellen Gefäßen erkennen. 
Für die arteriellen Gefäße unterscheiden sich die 
Gruppen in Abhängigkeit vom Angiosklerosegrad zwar hoch signifikant (p = 0,002), auf-
grund der sehr geringen Anzahl an Bioptaten, die eine positive Reaktion des verwendeten 
Antikörpers im Bereich der arteriellen Gefäße zeigen, besitzt diese Signifikanz jedoch re-
lativ wenig Aussagekraft. Im Vergleich zur Kontrollgruppe ergibt sich zudem kein signifi-
kanter Unterschied. 
 
• Venöse Gefäße 
Da lediglich in 7 der 68 Bioptate (3 × obB und je 2 × ggr bzw. ggr-mgr) eine Expression 
von GLUT1 in Venen oder Venulen nachgewiesen werden kann (IRS ≤ 0,5), können keine 
validen Aussagen hinsichtlich einer GLUT1-Expression in Abhängigkeit vom Angiosklero-
segrad getroffen werden. 
 
4.4.1.3 VEGF A 
• Epithel gesamt 
VEGF A wird von den untersuchten Hypoxiemarkern im equinen Endometrium in Abhäng-
igkeit vom Angiosklerosegrad am stärksten und konsistentesten exprimiert 

























Abb. 4.18: IRS der untersuchten arteri-
ellen Blutgefäße in Abhän-
gigkeit vom Angiosklerose-
grad für GLUT1 
Legende: s. Abb. 4.10, S. 50 
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Die IRS-Werte für die untersuchten Epithel-
zellen zeigen dabei eine gewisse Variati-
onsbreite innerhalb der Gruppen sowie im 
Gruppenvergleich bezüglich des Angioskle-
rosegrades. Während der IRS in der Kon-
trollgruppe und in den Gruppen mit 
dezenter, geringgradiger und gering- bis 
mittelgradiger Angiosklerose etwa Werte 
von ca. 1 bis etwa 4 annimmt und der Me-
dian in der Regel knapp über 2 liegt, sieht 
man zumindest in der Gruppe mit mittelgra-
diger und hochgradiger Angiosklerose einen 
deutlichen Anstieg der IRS-Werte sowie der 
Mediane. In der Bioptatgruppe mit mittel- bis 
hochgradiger Angiosklerose gleichen die 
Werte jedoch denen der Kontrollgruppe so-
wie denen mit weniger ausgeprägten degenerativen Gefäßalterationen. Dies ist mit einem 
p-Wert von weniger als 0,001 im Gruppenvergleich als höchst signifikanter Unterschied 
anzusehen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe wiederum ergibt sich lediglich eine statistische 
Auffälligkeit zu den Bioptaten mit hochgradiger Angiosklerose. 
 
• Luminales Epithel 
Betrachtet man das luminale Epithel sepa-
rat (Abb. 4.20), so ist eine tatsächliche Er-
höhung der IRS-Werte und damit eine 
gesteigerte Expression von VEGF A erst in 
der Gruppe mit hochgradiger Angiosklerose 
erkennbar. Ein statistisch signifikanter Un-
terschied ergibt sich in dieser Epithelzell-
subpopulation nicht (p = 0,132). 
 
• Drüsenepithel 
Die grafische Darstellung der Drüsenepithe-
lien (s. Abb. 4.21, S. 57) lässt die Ähnlichkeit 
zu Abb. 4.19 erkennen und somit den Rück-
schluss zu, dass die Drüsenepithelzellen 
die Subpopulation der endometrialen 
Epithelzellen darstellen, die eine angioskle-
rosebedingte Abhängigkeit in der Expres-
sion von VEGF A aufweisen. Hier ergibt sich wiederum ein p-Wert von ≤ 0,001 und 
identifiziert somit einen höchst signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. Im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe weist allerdings nur die Gruppe mit den hochgradigen angi-
osklerotischen Veränderungen einen signifikanten Unterschied auf (p = 0,006). 
Luminales Epithel und Zellen


























Abb. 4.20: IRS der untersuchten luminalen 
Epithelzellen sowie der Zellen 
der Drüsenausführungsgänge in 
Abhängigkeit vom Angiosklero-
segrad für VEGF A 
Legende: s. Abb. 4.10, S. 50 


























Abb. 4.19: IRS der untersuchten Epithelzel-
len in Abhängigkeit vom Angio-
sklerosegrad für VEGF A 




Der Vergleich der Mediane ergibt eine ge-
steigerte Expression. Die für die einzeln be-
trachteten Schichten ermittelten p-Werte 
sind 0,007 für die oberflächlichen Drüsenab-
schnitte und jeweils ≤ 0,001 für die mittleren 
und basalen Drüsenabschnitte. Hier ergeben 
sich im Vergleich zur Kontrollgruppe signifi-
kante Unterschiede bei den basalen Epithe-
lien (p = 0,003), sowie statistisch auffällige 
Unterschiede für die oberflächlichen und 
mittleren Drüsenabschnitte (jeweils p = 0,09) 
in der Gruppe mit hochgradiger Angioskle-
rose. Statistisch auffällig sind außerdem die 
basalen Drüsenabschnitte aus der Gruppe 
mit mittelgradiger Angiosklerose. 
 
• Stromazellen 
Wie in Abb. 4.22 erkennbar, weisen endo-
metriale Stromazellen unabhängig vom An-
giosklerosegrad eine überwiegend maximal 
geringgradige Expression von VEGF A auf 
(IRS-Werte i. d. R. kleiner als 1) auf. Obwohl 
insgesamt nur eine geringe Variation zwi-
schen den Gruppen hinsichtlich der IRS-
Werte besteht, gibt es zwar signifikante Un-
terschiede im Vergleich aller Gruppen unter-
einander (p = 0,03), im direkten Vergleich 
der Angiosklerosegruppen zur Kontroll-
gruppe ergeben sich jedoch keine statistisch 
signifikanten Unterschiede. 
 
• Arterielle Gefäße 
Im Wesentlichen zeigen sich im Bereich der 
arteriellen Gefäße (s. Abb. 4.23, S. 58) IRS-
Werte zwischen 0 und 1. Lediglich in der 
Kontrollgruppe gibt es zwei Bioptate mit höheren Werten zwischen 2 und 3 für den IRS. Im 
direkten Gruppenvergleich sind auf den ersten Blick keine deutlichen Gruppenunter-
schiede erkennbar. Während die Mediane bei geringeren Angiosklerosegraden im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe kontinuierlich kleiner werden, zeigt sich eine Tendenz dazu, 
geringfügig größere Medianwerte in den höhergradigen Angiosklerosegruppen anzuneh-
men. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen lässt sich jedoch nicht 


























Abb. 4.22: IRS der Stromazellen in Abhän-
gigkeit vom Angiosklerosegrad 
für VEGF A 
























Abb. 4.21: IRS der untersuchten Drüsen-
epithelzellen in Abhängigkeit 
vom Angiosklerosegrad für 
VEGF A 




Gefäßwandschichten für die Endothelzellen 
der Intima von Arterien ein statistisch signifi-
kanter Unterschied (p = 0,018), wobei dieser 
nicht zwischen der Kontrollgruppe und einer 
der Angiosklerosegruppen besteht. 
 
 
• Venöse Gefäße 
Die venösen Gefäße zeigen ein ähnliches 
Expressionsverhalten von VEGF A wie die 
arteriellen (s. Abb. 4.24). Insgesamt lässt 
sich überwiegend eine maximal geringgra-
dige Expression erkennen. Deutliche Unter-
schiede hinsichtlich der Mediane zwischen 
den Gruppen ergeben sich nicht, wobei der 
im Kruskal-Wallis-Test ermittelte p-Wert von 
0,007 für das Vorliegen eines signifikanten 
Unterschiedes spricht. Im direkten Vergleich 
der Angiosklerosegruppen zur Kontroll-
gruppe mittels Mann-Whitney-U-Test lässt 
sich dieser jedoch nicht bestätigen. 
 
4.4.1.4 VEGF-R2 
• Epithel gesamt 
Die Expression des Hauptrezeptors von 
VEGF A ist im untersuchten Probengut von 
den verwendeten Hypoxiemarkern am ge-
ringsten ausgeprägt. Der überwiegende An-
teil der Proben weist eine geringgradige 
VEGF-R2-Expression auf (IRS-Werte von 
etwa 1). Innerhalb der Gruppen weisen ein-
zelne Bioptate allerdings auch höhere Ex-
pressionsraten auf. Anhand der grafischen 
Darstellung (s. Abb. 4.25, S. 59) lassen sich keine offensichtlichen Tendenzen zu einem 
gesteigerten oder verminderten Expressionsverhalten in Abhängigkeit vom Angiosklerose-
grad ableiten, da sich die Medianwerte zwischen den Gruppen deutlich variabel darstellen. 
In der Konsequenz ist auch kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Grup-
pen zu erkennen (p = 0,111). 
 
• Luminales Epithel 
In 32 der 68 Proben, d. h. lediglich in etwa 47 %, kann im luminalen Epithel eine überwie-
gend geringgradige VEGF-R2-Expression nachgewiesen werden. Innerhalb der Gruppen 
























Abb. 4.23: IRS der untersuchten arteriellen 
Blutgefäße in Abhängigkeit vom 
Angiosklerosegrad für VEGF A 
Legende: s. Abb. 4.10, S. 50 

























Abb. 4.24: IRS der untersuchten venösen 
Blutgefäße in Abhängigkeit vom 
Angiosklerosegrad für VEGF A 
Legende: s. Abb. 4.10, S. 50 
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kann ebenfalls jeweils in etwa der Hälfte der Bi-
optate VEGF-R2 beobachtet werden. In fast je-
der Gruppe ist der Median nahezu 0. Ein 
statistisch signifikanter Gruppenunterschied ist 
hier mittels Kruskal-Walli-Test nicht nachweis-
bar (p = 0,234). 
 
• Drüsenepithel 
Im Bereich des Drüsenepithels lässt sich mit 60 
von 68 positiv reagierenden Proben eine be-
ständigere VEGF-R2-Expression im Vergleich 
zum luminalen Epithel erkennen. Hinsichtlich 
der IRS-Werte ergeben sich jedoch keine deut-
lichen Unterschiede im Vergleich zur Gesamt-
heit der Epithelzellen (vgl. Abb. 4.26). Auch 
separat vom luminalen Epithel betrachtet, lässt 
sich kein statistisch signifikanter Unterschied 
zwischen den Gruppen im Kruskal-Wallis-Test 
nachweisen (p = 0,094). Betrachtet man jedoch 
die untersuchten Drüsenschichten einzeln, so 
ergibt sich ein signifikanter Unterschied für die 
Epithelzellen der basalen Drüsenabschnitte 
(p = 0,038). Im Vergleich mit der Kontrollgruppe 
mittels Mann-Whitney-U-Test lässt sich ein signi-
fikanter Unterschied zur Gruppe mit mittelgradi-
gen angiosklerotischen Veränderungen er-
kennen (p ≤ 0,001). 
 
• Stromazellen 
Für die Stromazellen kann in keinem der Biop-
tate aus der Kontrollgruppe und den Angioskle-
rosegruppen im Rahmen der durchgeführten 
Untersuchungen eine Expression von VEGF-R2 
nachgewiesen werden. 
 
• Arterielle Gefäße 
In lediglich 14 der 68 Bioptate kann vor allem im Bereich von Mediamyozyten und in einem 
Bioptat auch im Endothel von Arteriolen eine VEGF-R2-Expression nachgewiesen werden. 
Die geringe Anzahl immunpositiver Proben lässt jedoch keine valide Aussage hinsichtlich 
des Vorliegens von Expressionsunterschieden zwischen den Gruppen zu. 
 
• Venöse Gefäße 
Nur in 5 der 68 Bioptate kann VEGF-R2 in der Intima und Media von Venen und Venulen 


























Abb. 4.25: IRS der untersuchten Epithel-
zellen in Abhängigkeit vom 
Angiosklerosegrad für 
VEGF-R2 



























Abb. 4.26: IRS der untersuchten Drüsen-
epithelzellen in Abhängigkeit 
vom Angiosklerosegrad für 
VEGF-R2 
Legende: s. Abb. 4.10, S. 50 
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an immunpositiven Bioptaten dar, um daraus gruppenspezifische Unterschiede ableiten zu 
können. 
 
4.4.2 Expression zum Zeitpunkt einer Trächtigkeit 
Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt in Anlehnung an die in Kap. 4.4.1 beschriebene Vorge-
hensweise. Bei der Graduierung der Proben von tragenden Uteri hinsichtlich des Vorliegens 
einer Angiosklerose (s. Kap. 4.1.2.3, S. 41) werden vier Proben ohne, zwei mit geringgradigen 
und eine Probe mit gering- bis mittelgradigen Läsionen identifiziert. Um den Faktor der Angi-
osklerose bei der Untersuchung der Bioptate trächtiger Endometrien möglichst unberücksich-
tigt zu lassen und vergleichbare Gruppenbedigungen zu schaffen, besteht die Kontrollgruppe 
in diesem Fall aus den 20 Bioptaten ohne Angiosklerose (n = 10) und denen mit geringgradiger 
Angiosklerose (n = 10). 
4.4.2.1 HIF-1α 
 
• Epithel gesamt 
Insgesamt lässt sich sowohl im nicht-graviden als auch im trächtigen Uterus eine überwie-
gend geringgradige Expression von HIF-1α erkennen (linkes Diagramm in Abb. 4.27). 
Deutliche Unterschiede lassen sich allerdings nicht ableiten. Es gibt zwar einzelne IRS-
Werte der Epithelzellen in der Kontrollgruppe, die geringfügig höher sind im Vergleich zur 
Gruppe aus Endometrien von tragenden Stuten, beim Vergleich des Interquartilabstands 
und des Medians fällt jedoch die Ähnlichkeit zwischen den beiden Gruppen auf. 
 
• Luminales Epithel 
Bei getrennter Betrachtung der Subpopulationen, welche die endometrialen Epithelzellen 
in ihrer Gesamtheit ausmachen, ergeben sich vor allem im Bereich der Zellen des lumina-
















































Abb. 4.27: HIF-1α-Expression der endometrialen Epithelzellen im Vergleich zwischen 
graviden und nicht-graviden Stuten 
Legende: EZ: Epithelzellen 
    LE/AS: luminales Epithel und Zellen der Ausführungsgänge 
    DrEZ: Drüsenepithelzellen 
    IRS: Immunoreaktiver Score 
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Abb. 4.27). Im Vergleich zum nicht-tragenden Uterus zeigt sich während einer Trächtigkeit 
eine vermehrte Expression von HIF-1α in diesem Bereich. Der Großteil der IRS-Werte im 
nicht-graviden Uterus nimmt Werte von gleich oder knapp über 0 an. In fünf der untersuch-
ten Proben liegt der IRS-Wert jedoch vergleichsweise deutlich darüber, was sich auch im 
größeren Median dieser Gruppe widerspiegelt. Dieser Unterschied ist jedoch nicht als sta-
tistisch signifikant anzusehen (p = 0,072). 
 
• Drüsenepithel 
Die Expression von HIF-1α in der Subpopulation der glandulären Epithelzellen ist im rech-
ten Diagramm in Abb. 4.27 auf S. 60 zu erkennen. Im Wesentlichen entspricht die Expres-




Im Bereich der endometrialen Stromazellen ist eine HIF-1α-Expression außer in einer 
Probe in der Kontrollgruppe (IRS-Wert von 0,02) nicht nachweisbar. 
 
• Arterielle Gefäße 
Im Vergleich zeigt sich im Rahmen 
einer Trächtigkeit der überwie-
gende Verlust der in den meisten 
Proben geringgradigen Expression 
von HIF-1α im Bereich der arteriel-
len Gefäße (s. Abb. 4.28). Dieser 
Unterschied ist mit einem p-Wert 
von 0,02 als statistisch signifikant 
anzusehen. Diese Signifikanz lässt 
sich sowohl im Bereich der Intima 
als auch der Media und zudem un-
abhängig davon, ob Arterien oder 




• Venöse Gefäße 
Demgegenüber unterscheiden sich trächtige und nicht-trächtige Stuten nicht wesentlich 
hinsichtlich der nahezu nicht vorhandenen HIF-1α-Expression im Bereich der venösen en-
dometrialen Gefäße (s. Abb. 4.28). 
 
4.4.2.2 GLUT1 
• Epithel gesamt 
Wie bereits in Kap. 4.4.1.2 auf S. 53 beschrieben, ergeben sich bei Betrachtung der Ge-






























Abb. 4.28: HIF-1α-Expression der arteriellen (links) 
und venösen (rechts) endometrialen Blut-
gefäße im Vergleich zwischen graviden und 
nicht-graviden Stuten 




Abb. 4.29, S. 62). Im Probengut der Kontrollgruppe von Endometrien aus nicht-trächtigen 
Stuten nimmt der IRS überwiegend Werte unter 0,4 an. Im graviden Uterus fällt die Ex-
pression noch geringer aus. Da eine Immunreaktion überwiegend im luminalen Epithel so-
wie den Zellen der Drüsenausführungsgänge und den oberflächlichen Drüsenabschnitten 
erkennbar war, erfolgt für GLUT1 entgegen der anderen Marker eine genauere Betrach-
tung dieser beiden Schichten.  
 
• Luminales Epithel 
Im luminalen Epithel und den Zellen der Drüsenausführungsgänge (mittleres Diagramm in 
Abb. 4.29) zeigt sich im nicht-graviden Uterus eine überwiegend gering- bis mittelgradige 
(IRS-Werte von ca. 1 bis 3) sowie in vier Proben eine mittel- bis hochgradige (IRS-Werte 
von etwa 5 bis ca. 8) Expression von GLUT1. Demgegenüber ergibt sich für die Proben 
aus tragenden Stuten eine überwiegend mittel- bis hochgradige Expression. Es gibt hier 
zudem eine größere Streuung und einen deutlich höher liegenden Median. Dieser Unter-
schied ist mit einem p-Wert von 0,048 als statistisch signifikant anzusehen. 
 
• Oberflächliches Drüsenepithel 
Die Expression von GLUT1 im Bereich der oberflächlichen Drüsenabschnitte (rechtes 
Diagramm in Abb. 4.29) entspricht nahezu dem Bild für die Epithelzellen in der Gesamtheit. 
Auffällig sind allerdings die geringfügig höheren IRS-Werte in der Gruppe der aus nicht-
tragenden Stuten stammenden Proben. 
 
• Stromazellen 
Für die endometrialen Stromazellen zeigte sich weder im graviden noch im nicht-graviden 
Uterus eine Expression von GLUT1. 
 
• Arterielle Gefäße 
Wie in Abb. 4.30, S. 63 zu erkennen, zeigt sich in der nicht-graviden Gruppe eine sehr 















































Abb. 4.29: GLUT1-Expression der endometrialen Epithelzellen im Vergleich zwischen 
graviden und nicht-graviden Stuten 




Uterus nicht nachweisen lässt. 
Eine statistische Signifikanz lässt 
sich unabhängig vom Typ des 
Blutgefäßes (Arterie vs. Arteriole) 
sowie der Gefäßwandschicht (In-
tima vs. Media) nicht beobachten. 
 
Venöse Gefäße 
GLUT1 kann in den venösen Ge-
fäßen weder in der Gruppe aus 
Endometriumbioptaten von nicht-
trächtigen noch in den Probenvon 
trächtigen Stuten nachgewiesen 




4.4.2.3 VEGF A 
 
• Epithel gesamt 
Im linken Diagramm in Abb. 4.31 sind vergleichend die IRS-Werte von nicht-graviden und 
tragenden Stuten für die VEGF-A-Expression im Bereich der untersuchten endometrialen 
Epithelzellen aufgeführt. Erkennbar ist, dass trotz variabler Expression beide Gruppen un-
gefähr die gleiche Streuung und den gleichen Medianwert aufweisen. Ein Unterschied zwi-
schen beiden Stichproben lässt sich daher nicht ableiten. 
 
• Luminales Epithel 
Bei vergleichender Betrachtung der Epithelzellsubpopulation, bestehend aus luminalen 































Abb. 4.30: GLUT1-Expression der arteriellen (links) 
und venösen (rechts) endometrialen Blut-
gefäße im Vergleich zwischen graviden und 
nicht-graviden Stuten 

















































Abb. 4.31: VEGF-A-Expression der endometrialen Epithelzellen im Vergleich zwischen 
graviden und nicht-graviden Stuten 
Legende s. Abb. 4.27, S. 60 
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Abb. 4.31, S. 63), lässt sich zwar eine vermehrte Expression von VEGF A in zwei Endo-
metriumproben von graviden Stuten erkennen, wodurch sich eine größere Streuungsbreite 
der IRS-Werte ergibt, insgesamt gleichen sich die beiden miteinander verglichenen Grup-
pen jedoch hinsichtlich ihrer Medianwerte sowie der überwiegend gering- bis mittelgradi-




Die glandulären Epithelzellen beider untersuchten Gruppen weisen ähnlich hohe IRS-
Werte auf. Auch hinsichtlich der Streuung dieser im direkten Gruppenvergleich ergeben 
sich nur minimale Unterschiede: Zwar liegt der Interquartilabstand der Gruppe der tragen-
den Stuten insgesamt leicht niedriger als der der nicht-graviden Bioptat-Gruppe, es ergibt 
sich aber ein leicht höherer Medianwert. Dies ist jedoch statistisch nicht signifikant 
(p = 1,0). 
• Stromazellen 
VEGF A wird zwar von den Stromazellen exprimiert, allerdings finden sich überwiegend 
IRS-Werte unter 0,5 (s. Abb. 4.32). Im direkten Vergleich zeigt sich, dass sich die IRS-
Werte im trächtigen Endometrium weiter verringern. Auch wenn sich die Mediane nur sehr 
geringfügig unterscheiden, ergibt sich im Mann-Whitney-U-Test ein statistisch signifikanter 
Unterschied (p = 0,008). Anhand der grafischen Darstellung erscheint dies nicht sonderlich 
fundiert, allerdings liegt die Effektstärke nach COHEN (1992), ein Maß für die Bedeutsam-
keit statistischer Ergebnisse, dabei bei r = 0,50 und entspricht somit einem starken Effekt. 
 
• Arterielle Gefäße 
Bis auf zwei IRS-Werte zwischen 2 und 3 in der Gruppe aus Endometriumbioptaten nicht-
gravider Stuten liegen sämtliche IRS-Werte für die Expression von VEGF A im Bereich der 













































Abb. 4.32: VEGF-A-Expression der Stromazellen (links) sowie der arteriellen (mittig) 
und venösen (rechts) Blutgefäße des Endometriums im Vergleich zwischen 
graviden und nicht-graviden Stuten 




Medianwerte unterscheiden sich lediglich sehr geringfügig. Ein statistisch signifikanter Un-
terschied zeigt sich in keiner der untersuchten Gefäßwandschichten oder den untersuch-
ten kleineren und größeren arteriellen Gefäßtypen. 
 
• Venöse Gefäße 
Im Vergleich zur überwiegend maximal geringgradigen Expression von VEGF A im nicht-
graviden Uterus, ist im graviden Uterus nahezu keine Expression im Bereich der venösen 




• Epithel gesamt 
Die VEGF-R2-Expression ist in beiden Gruppen überwiegend geringgradig ausgeprägt 
(s. Abb. 4.33, links). Neben einzelnen Bioptaten mit IRS-Werten zwischen 2 und 3 gibt es 
vor allem Bioptate mit einem IRS-Wert von etwa 1. Es gibt auch einzelne Bioptate, die 
keine Expression von VEGF-R2 aufweisen. Im trächtigen Uterus stellt sich eine insgesamt 
verminderte Expression dar, dabei handelt es sich allerdings um keinen statistisch signifi-
kanten Unterschied (p = 0,498). 
 
• Luminales Epithel 
Bei isolierter Betrachtung der Zellen des luminalen Epithels sowie der Drüsenausführungs-
gänge (s. Abb. 4.33, mittig) ergibt sich in der Gruppe mit Endometriumbioptaten nicht-gra-
vider Stuten überwiegend eine sehr schwache bis fehlende Expression. Lediglich vier 
Proben zeigen IRS-Werte größer als 1 und zwei davon Werte von etwa 4. Im Gruppenver-
gleich zeigen sich insofern geringfügige Unterschiede, als dass der Median in der Gruppe 
bestehend aus Bioptaten trächtiger Stuten höher liegt. Der IQR, als Maß für die Streuung, 
stellt sich dagegen ähnlich dar. Eine statistische Signifikanz lässt sich für diese geringgra-















































Abb. 4.33: VEGF-R2-Expression der endometrialen Epithelzellen im Vergleich zwi-
schen graviden und nicht-graviden Stuten 




Die Datenvisualisierung für die glandulären Drüsenepithelien gleicht im Wesentlichen der 
für die gesamte untersuchte Epithelzellpopulation (s. Abb. 4.33, S. 65, rechts). Statistisch 
signifikante Unterschiede für die Gesamtheit der Drüsenepithelien (p = 0,431), sowie die 
einzelnen untersuchten Schichten ergeben sich nicht. 
 
• Stromazellen 
Lediglich in einer Probe eines graviden Uterus kann eine angedeutete VEGF-R2-
Expression (IRS von 0,06) im Bereich der Stromazellen festgestellt werden. 
 
• Arterielle Gefäße 
Bis auf eine dezente Expression 
von VEGF-R2 in fünf Proben aus 
der Gruppe mit Bioptaten nicht-
gravider Stuten und einer Probe 
aus der Gruppe gravider Tiere 
lässt sich im Wesentlichen keine 
Expression von VEGF-R2 in den 
arteriellen endometrialen Gefä-
ßen nachweisen (s. Abb. 4.34, 
links). Im Falle einer positiven Im-
munreaktion ist diese vereinzelt in 
der Intima und überwiegend in der 
Media zu erkennen. Ein Unter-
schied zwischen den Gruppen 
lässt sich nicht ableiten. 
 
• Venöse Gefäße 
Eine relevante Expression von VEGF-R2 in den endometrialen venösen Gefäßen lässt 
sich weder bei den untersuchten graviden noch den nicht-graviden Stuten nachweisen  
(s. Abb. 4.34, rechts). 
 
4.4.3 Expression in Bioptaten mit Endometrose 
Auch hier wurden die Ergebnisse in Anlehnung an die in Kap. 4.4.1 auf S. 49 beschriebene 
Vorgehensweise aufgearbeitet und zusammenfassend dargestellt. Um einen potenziellen Ef-
fekt endometrotischer Läsionen auf die Expression der untersuchten Hypoxiemarker im equi-
nen Endometrium zu untersuchen, wird eine Gruppe aus Bioptaten mit einer Kombination aus 
einer geringgradigen Angiosklerose und einer geringgradigen Endometrose (n = 6) sowie eine 
Gruppe mit der gleichen Kombination aus den jeweils hochgradigen Läsionen (n = 6) mit einer 
Kontrollgruppe bestehend aus Bioptaten von maximal 5-jährigen Maidenstuten ohne entspre-
































Abb. 4.34: VEGF-R2-Expression der arteriellen (links) 
und venösen (rechts) endometrialen Blut-
gefäße im Vergleich zwischen graviden und 
nicht-graviden Stuten 





• Epithel gesamt 
Insgesamt zeigt sich unabhängig vom Vorliegen einer Endometrose in den endometrialen 
Epithelzellen eine überwiegend geringgradige und vereinzelt gering- bis mittelgradige HIF-
1α-Expression. Ein deutlicher Gruppenunterschied lässt sich nicht ableiten (s. Abb. 4.35, 
links). 
 
• Luminales Epithel 
Für das luminale Epithel isoliert betrachtet, ergibt sich eine überwiegend angedeutete Ex-
pression (s. Abb. 4.35, mittig). Im Falle einer hochgradigen Endometrose-Angiosklerose-
Kombination streuen die ermittelten IRS-Werte allerdings etwas mehr. Ein signifikanter 
Unterschied lässt sich nicht erkennen. 
 
• Drüsenepithel 
Die IRS-Werte der glandulären Epithelzellen (s. Abb. 4.35, rechts) entsprechen im We-
sentlichen denen der gesamten untersuchten endometrialen Epithelzellpopulation. 
 
• Stromazellen 
Die endometrialen Stromazellen weisen bis auf eine Probe in der Kontrollgruppe (IRS-Wert 
von 0,02) keine HIF-1α-Expression auf. 
 
• Blutgefäße 
Im linken Diagramm in Abb. 4.36 auf S. 68 lässt sich im direkten Gruppenvergleich ein 
geringfügiger Anstieg der Medianwerte sowie des Streuungsmaßes mit allgemeinem Vor-
handensein und vor allem höhergradigem Vorliegen einer Endometrose-Angiosklerose-
Kombination bei den arteriellen Gefäßen erkennen. Ein signifikanter Unterschied ergibt 



























Abb. 4.35: HIF-1α-Expression der Epithelzellen im Vergleich zwischen Bioptaten 
ohne sowie mit gering- und hochgradiger Endometrose 
Legende: EZ: Epithelzellen 
   LE/AS: luminales Epithel und Zellen der Ausführungsgänge 
   DrEZ: Drüsenepithelzellen 
   IRS: Immunoreaktiver Score 
   ggr.: geringgradig; hgr.: hochgradig 
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untersuchten arteriellen Gefäßtyp. Dagegen wird HIF-1α von den venösen Gefäßen über-
wiegend nicht exprimiert (s. Abb. 4.36, rechts). 
• Einfluss Endometrose 
Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigt 
sich im Bereich des Drüsenepithels 
ohne periglanduläre Fibrose ein ge-
ringgradiger Anstieg des Medians bei 
einer insgesamt gleichbleibenden ge-
ringgradigen HIF-1α-Expression. Im 
Vergleich der endometrotischen Drü-
sen mit den nicht-endometrotischen 
Drüsen innerhalb der Endometrose-
Gruppen lässt sich zwar eine Verringe-
rung des Medians bei geringgradig en-
dometrotischen Drüsen und eine 
Erhöhung des Gleichen bei hochgra-
dig endometrotischen Drüsen erken-
nen, insgesamt bleibt es allerdings 
ebenfalls bei einer überwiegend ge-
ringgradigen Expression. Zudem lässt 
sich ein Anstieg des Medians bei hoch-
gradig endometrotischen Drüsen im 
Vergleich zur Kontrollgruppe erken-
nen. Ein statistisch signifikanter Unter-
schied ergibt sich für keine der 




















Abb. 4.36: HIF-1α-Expression der arteriellen (links) und venösen (rechts) 
Blutgefäße im Vergleich zwischen Bioptaten ohne sowie mit 
gering- und hochgradiger Endometrose 










keine EM (+ ggr. AngS)
ggr. EM (+ ggr. AngS)
keine EM (+ hgr. AngS)
hgr. EM (+ hgr. AngS)
Abb. 4.37: Glanduläre epitheliale HIF-1α-
Expression im Vergleich zwischen 
Drüsen ohne Endometrose aus der 
Kontrollgruppe sowie nicht-endometro-
tischen Drüsen und graduell variabel 




  EM: Endometrose 
  AngS: Angiosklerose 
  ggr.: geringgradig 
  hgr.: hochgradig 





• Epithel gesamt 
Innerhalb der gesamten Epithelzellpopulation wird GLUT1 in den Bioptaten mit Endomet-
rose lediglich vereinzelt gering- bis mittelgradig expimiert (s. Abb. 4.38, links). Dies deckt 
sich mit der in Kap. 4.4.1.2 auf S. 53 beschriebenen, vergleichsweise geringen Expression. 
Insgesamt ergeben sich allerdings keine gruppenspezifischen Unterschiede in Abhängig-
keit vom Grad der Endometrose. 
 
• Luminales Epithel 
Die Subpopulation des luminalen Epithels sowie der Zellen der Drüsenausführungsgänge 
zeigt insgesamt eine überwiegend gering- bis mittelgradige Expression von GLUT1 
(s. Abb. 4.38, mittig). Der Median nimmt mit steigendem Endometrosegrad geringfügig hö-
here Werte an, der IQR bleibt allerdings annähernd gleich. Ein statistisch signifikanter 
Gruppenunterschied besteht nicht (p = 0,868). 
 
• Oberflächliches Drüsenepithel 
Auch im oberflächlichen Drüsenepithel zeigt sich überwiegend keine bzw. eine dezente 
Expression, wobei vereinzelt in jeder der Gruppen IRS-Werte ≥1 erreicht werden. Die 
Gruppen unterscheiden sich hier ebenfalls nicht signifikant. 
 
• Stromazellen 
Die Stromazellen der untersuchten Bioptate der Gruppen mit periglandulärer Fibrose 
exprimieren kein GLUT1. 
 
• Arterielle Gefäße 
Während in der Kontrollgruppe noch eine dezente GLUT1-Expression im Bereich der ar-
teriellen Gefäße erkennbar ist (s. Abb. 4.39, S. 70, links), bleibt die Expression in den 
































Abb. 4.38: GLUT1-Expression der Epithelzellen im Vergleich zwischen Bioptaten 
ohne sowie mit gering- und hochgradiger Endometrose 
Legende: s. Abb. 4.35, S. 67 
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• Venöse Gefäße 
In keinem Bioptat der untersuchten Gruppen ist eine GLUT1-Expression der venösen Ge-
fäße zu verzeichnen (s. Abb. 4.39, rechts). 
 
• Einfluss Endometrose 
Die nicht-endometrotischen glandulären 
Epithelzellen lassen überwiegend keine 
GLUT1-Expression erkennen. Lediglich in 
zwei Bioptaten in der Gruppe mit hochgra-
diger Endometrose-Angiosklerose-Kombi-
nation exprimieren die nicht von einer 
Endometrose betroffenen Drüsenepithel-
zellen dezent bis geringgradig GLUT1. Es 
wird jedoch deutlich, dass im Bereich der 
Drüsen mit periglandulärer Fibrose eine 
teils gering- bis mittelgradige Expression 
unabhängig vom Grad der Endometrose 
vorliegt (s. Abb. 4.40). Ein statistisch signi-
fikanter Unterschied mit einem p-Wert von 
jeweils 0,005 ergibt sich für die endometro-
tischen Drüsen im Vergleich zu den nicht-
endometrotischen Drüsen der Kontroll-
gruppe („o.b.B.“). 
4.4.3.3 VEGF A 
• Epithel gesamt 
Insgesamt lässt sich im Bereich der endometrialen Epithelzellen eine gering- bis mittelgra-
dige Expression von VEGF A unabhängig vom Vorliegen einer Endometrose oder Angi-
osklerose erkennen (s. Abb. 4.41, S. 71, linkes Diagramm). Im Vergleich zur 
Kontrollgruppe steigt der Median der IRS-Werte in den Gruppen mit Endometrose gering-




















Abb. 4.39: GLUT1-Expression der arteriellen (links) und venösen 
(rechts) Blutgefäße im Vergleich zwischen Bioptaten ohne so-
wie mit gering- und hochgradiger Endometrose 











keine EM (+ ggr. AngS)
ggr. EM (+ ggr. AngS)
keine EM (+ hgr. AngS)
hgr. EM (+ hgr. AngS)
Abb. 4.40: Glanduläre epitheliale GLUT1-
Expression im Vergleich zwischen 
Drüsen ohne Endometrose aus der 
Kontrollgruppe sowie nicht-endo-
metrotischen Drüsen und graduell 
variabel endometrotischen Drüsen 
aus den Endometrose-Angioskle-
rose-Kombinationsgruppen 




ergibt sich eine etwas größere Streuung. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen 
ergeben sich allerdings nicht. 
 
• Luminales Epithel 
Für das luminale Epithel ergibt sich für die Gruppen mit Angiosklerose und Endometrose 
ein Anstieg der Medianwerte im Vergleich zur Gruppe ohne endometriale Läsionen 
(s. Abb. 4.41, mittleres Diagramm). Während sich unabhhängig vom Vorliegen endometri-
aler Läsionen eine überwiegend gering- bis mittelgradige Expression von VEGF A darstel-
len lässt, zeigt sich in der Gruppe mit der Kombination geringgradiger Läsionen eine teils 
mittel- bis hochgradige VEGF-A-Expression (IRS-Werte über 5). Dabei handelt es sich je-
doch um keinen statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,145). 
 
• Drüsenepithel 
Betrachtet man das Drüsenepithel isoliert, ergibt sich dennoch ein ähnliches VEGF-A-
Expressionsmuster wie auf die gesamte endometriale Epithelzellpopulation bezogen, wo-
bei die IQR insgesamt etwas größer sind (s. Abb. 4.41, rechtes Diagramm). Allerdings 






























Abb. 4.41: VEGF-A-Expression der Epithelzellen im Vergleich zwischen Bioptaten 
ohne sowie mit gering- und hochgradiger Endometrose 



























Abb. 4.42: VEGF-A-Expression der Stromazellen (links) sowie der arteriellen (mittig) 
und venösen (rechts) Blutgefäße im Vergleich zwischen Bioptaten ohne 
sowie mit gering- und hochgradiger Endometrose 
Legende: s. Abb. 4.36, S. 68; SZ: Stromazellen 




Die VEGF-A-Expression der Stromazellen (s. Abb. 4.42, S. 71, links) ist innerhalb der Kon-
trollgruppe relativ variabel. Demgegenüber ist sie in der Gruppe mit geringgradiger Angi-
osklerose und Endometrose lediglich angedeutet vorhanden und ist schließlich in der 
Gruppe mit der hochgradigen Befundkombination nicht mehr zu beobachten. Ein statis-
tisch signifikanter Unterschied besteht dabei zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe 
mit hochgradigen Alterationen (p = 0,02). 
 
• Arterielle Gefäße 
Die arteriellen Gefäße (s. Abb. 4.42, S. 71, mittig) weisen in der Kontrollgruppe eine über-
wiegend geringgradige Expression von VEGF A auf. Mit dem Vorliegen einer Endometrose 
sinkt die Expression unabhängig vom Grad und ist lediglich noch dezent vorhanden. So-
wohl für die geringgradige (p = 0,016) als auch die hochgradige (p = 0,022) Befundkombi-
nation ist der Unterschied zur Kontrollgruppe statistisch signifikant. Dies liegt in der 
VEGF-A-Expression der Arteriolen begründet. 
 
• Venöse Gefäße 
Für die venösen Gefäße (s. Abb. 4.42, S. 71, rechts) ergibt sich ein ähnliches Expressi-
onsmuster wie für die arteriellen, wobei sie im Vergleich dazu insgesamt geringer ausge-
prägt und in der Gruppe mit hochgradiger Endometrose nicht mehr nachweisbar ist. Im 
Vergleich zur Kontrollgruppe ergeben sich ebenfalls signifikante Unterschiede für beide 
Befundkombinationsgrade (p = 0,003 für die ggr.-Gruppe; p = 0,001 für die hgr.-Gruppe). 
Trotz des grafisch vermeintlich geringen Unterschiedes sowohl für die arteriellen als auch 
die venösen Gefäße liegt die Effektstärke nach COHEN (1992) bei r > 0,50 und entspricht 
somit jeweils einem starken Effekt. 
 
• Einfluss Endometrose 
Insgesamt zeigt sich auch in diesen unter-
suchten Bioptat-Gruppen und Zellpopulati-
onen eine gering- bis mittelgradige 
Expression von VEGF A. Gegenüber der 
Kontrollgruppe steigt in den Drüsen ohne 
periglanduläre Fibrose der Median gering-
fügig an, liegt aber etwa auf gleicher Höhe, 
unabhängig vom Endometrose- und Angi-
osklerosegrad. Die endometrotischen Drü-
sen innerhalb der Biopate mit den graduell 
variablen Befundkombinationen zeigen 
auch kein deutlich anderes Expressions-
verhalten für VEGF A, sodass sich insge-











keine EM (+ ggr. AngS)
ggr. EM (+ ggr. AngS)
keine EM (+ hgr. AngS)
hgr. EM (+ hgr. AngS)
Abb. 4.43: Glanduläre epitheliale VEGF-A-
Expression im Vergleich zwischen 
Drüsen ohne Endometrose aus 
der Kontrollgruppe sowie nicht-
endometrotischen Drüsen und 
graduell variabel endometro- 
tischen Drüsen aus den Endome-
trose-Angiosklerose-Kombina- 
tionsgruppen 





• Epithel gesamt 
Im linken Diagramm in Abb. 4.44 erkennt man eine überwiegend geringgradige Expression 
von VEGF-R2 durch die untersuchten endometrialen Epithelzellen in der Kontrollgruppe 
ohne Läsionen. Unabhängig vom Endometrose- und Angiosklerosegrad bleibt der Median 
in etwa bei einem IRS-Wert von 1. Demgegenüber ergeben sich größere Streuungen in 
den Gruppen mit Befundkonstellationen. Ein signifikanter Unterschied ist allerdings nicht 
zu verzeichnen. 
 
• Luminales Epithel 
Für das luminale Epithel und die Zellen der Drüsenausführungsgänge (s. Abb. 4.44, mitt-
leres Diagramm) lässt sich überwiegend keine Expression von VEGF-R2 in der Kontroll-
gruppe nachweisen. Bei geringgradiger Endometrose und Angiosklerose in den Bioptaten 
lässt sich eine größere Variabilität in der Expression sowie ein geringfügig höherer Medi-
anwert erkennen. Während der Medianwert in den untersuchten Bioptaten mit hochgradi-
ger Endometrose und Angiosklerose weiter ansteigt, verringert sich der IQR im Vergleich 
zur Gruppe mit den weniger ausgeprägten Läsionen. Es handelt sich allerdings um keinen 
statistisch signifikanten Unterschied. 
 
• Drüsenepithel 
Ein deutlicher Unterschied hinsichtlich der VEGF-R2-Expression lässt sich auch in den 
Drüsenepithelien nicht nachweisen. Das rechte Diagramm in Abb. 4.44 auf S. 73 lässt zwar 
eine größere Expressionsvariabilität in den Biopaten mit periglandulärer Fibrose und de-
generativen Gefäßläsionen einerseits und andererseits geringfügig unterschiedliche Medi-
ane erkennen, eine deutliche Tendenz in Abhängigkeit vom Grad der Läsionen zeichnet 
sich allerdings nicht ab. 
 
• Stromazellen 






























Abb. 4.44: VEGF-R2-Expression der Epithelzellen im Vergleich zwischen Bioptaten 
ohne sowie mit gering- und hochgradiger Endometrose 
Legende: s. Abb. 4.35, S. 67 
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• Arterielle Gefäße 
Während sich überwiegend keine und vereinzelt eine dezente Expression des Rezeptors 
in der Kontrollgruppe erkennen lässt, gibt es in den anderen Gruppen größere Expressi-
onsintensitäten, was sich in ansteigenden Medianwerten für den IRS pro Gruppe mit stei-
gendem Endometrosegrad widerspiegelt (s. Abb. 4.45, links). Bezogen auf alle arteriellen 
Gefäße ergeben sich keine signifikanten Gruppenunterschiede. 
 
• Venöse Gefäße 
In allen untersuchten Gruppen lässt sich überwiegend keine VEGF-R2-Expression darstel-
len (s. Abb. 4.45, rechts), wobei in den Bioptatgruppen mit endometrialen Läsionen ein-
zelne Bioptate maximal eine geringgradige Expression im Bereich der venösen Gefäße 
aufweisen. Wie anhand der grafischen Darstellung zu erwarten, handelt es sich um keinen 
signifikanten Unterschied. 
 
• Einfluss Endometrose 
Die Kontrollgruppe weist eine über-
wiegend geringgradige VEGF-R2-
Expression auf. Obwohl in den Biop-
tatgruppen mit geringgradiger Endo-
metrose und Angiosklerose sowie 
der hochgradigen Befundkombina-
tion insgesamt sowohl im Bereich der 
nicht-endometrotischen als auch der 
endometrotischen Drüsen eine vari-
able Expression zeigt, die von keiner 
bis zu einer nahezu mittelgradigen 
Expression reicht, unterscheiden sich 
die Medianwerte nur geringfügig. Die 
deutlichsten Unterschiede erkennt 
man dabei allerdings zwischen den 




















Abb. 4.45: VEGF-R2-Expression der arteriellen (links) und venösen 
(rechts) Blutgefäße im Vergleich zwischen Bioptaten ohne so-
wie mit gering- und hochgradiger Endometrose 









keine EM (+ ggr. AngS)
ggr. EM (+ ggr. AngS)
keine EM (+ hgr. AngS)
hgr. EM (+ hgr. AngS)
Abb. 4.46: Glanduläre epitheliale VEGF-R2-
Expression im Vergleich zwischen 
Drüsen ohne Endometrose aus der 
Kontrollgruppe sowie nicht-endome-
trotischen Drüsen und graduell varia-
bel endometrotischen Drüsen aus den 
Endometrose-Angiosklerose-Kombina-
tionsgruppen 
Legende: s. Abb. 4.37, S. 68 
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periglanduläre Fibrose in einer Gruppe sowie zwischen der Kontrollgruppe und den hoch-
gradig endometrotischen Drüsenepithelien. Eine statistische Signifikanz lässt sich aller-
dings für keinen Gruppenvergleich nachweisen. 
 
4.4.4 Expression während des Sexualzyklus 
Für einen Überblick über die Expression zu definierten Zyklusphasen erfolgt eine tabellarische 
Aufstellung der ermittelten IRS-Werte für die untersuchten Hypoxiemarker in den sechs Biop-
taten. 
4.4.4.1 HIF-1α 
Deutliche Unterschiede in der Expression von HIF-1α lassen sich zwischen den untersuchten 
Zyklusphasen nicht ableiten. Ähnlich zu den anderen untersuchten Bioptaten zeigt sich eine 
überwiegend geringgradige Expression vor allem im Bereich der Drüsenepithelzellen und der 
arteriellen Blutgefäße, unabhängig von der vorliegenden Zyklusphase. Im frühen Diöstrus lässt 
sich in beiden untersuchten Bioptaten eine geringfügig vermehrte Expression durch die arteri-
ellen Gefäße erkennen. Die deutlichste Expression durch die (Drüsen-)epithelzellen zeigt sich 
in einem Bioptat aus dem frühen Diöstrus. Insgesamt scheint die Expressionsintensität im Di-
östrus, d. h. der endometrialen Sekretionsphase, etwas höher zu sein. 
Tab. 4.3: IRS-Werte für HIF-1α in den Bioptaten aus definierten Zyklusphasen 
Zyklustag 7 14 21 
Zyklusphase früher Diöstrus später Diöstrus Östrus 
Angiosklerosegrad obB mgr obB obB ggr-mgr mgr-hgr 
IRSEZ 0 1,83 1,09 0,69 0,68 1,695 
IRSLE/AS 0 0,42 0 0,3 0 0 
IRSDrEZ 0 2,02 1,1 0,76 0,82 1,8 
IRSSZ 0 0 0 0 0 0 
IRSarterielle Gefäße 1,68 2,66 0,65 1,41 0,82 0,83 
IRSvenöse Gefäße 0 0 0 0 0 0 
Legende: IRS: Immunreaktiver Score; obB: ohne besonderen Befund; ggr-mgr: gering- bis mittel- 
   gradig; mgr: mittelgradig; mgr-hgr: mittel- bis hochgradig; EZ: Epithelzellen; LE/AS: lum- 
   inales Epithel und Zellen der Drüsenausführungsgänge; DrEZ: Drüsenepithelzellen; 
   SZ… Stromazellen 
 
4.4.4.2 GLUT1 
GLUT1 wird wiederum vor allem im Bereich der luminalen Epithelzellen und der Zellen der 
Ausführungsgänge sowie der oberflächlichen Drüsenepithelzellen exprimiert. Die deutlichste 
Expression lässt sich in der Sekretionsphase im späten Diöstrus nachweisen, wobei sich eine 
gering- bis mittelgradige Expression zeigt. Demgegenüber lässt sich in den untersuchten Bi-
optaten aus dem Östrus sowie dem frühen Diöstrus in jeweils einem Bioptat zwar eine Expres-
sion erkennen, diese ist allerdings weniger als geringgradig ausgeprägt (IRS-Wert kleiner 




Tab. 4.4: IRS-Werte für GLUT1 in den Bioptaten aus definierten Zyklusphasen 
Zyklustag 7 14 21 
Zyklusphase früher Diöstrus später Diöstrus Östrus 
Angiosklerosegrad obB mgr obB obB ggr-mgr mgr-hgr 
IRSEZ 0,17 0 0 0,095 0 0,3025 
IRSLE/AS 0,5 0 3,25 3,59 0 0,345 
IRSLE&oflDrEZ 0,41 0 1,625 1,81 0 0,7325 
IRSSZ 0 0 0 0 0 0 
IRSarterielle Gefäße 0 0 0 0 0 0 
IRSvenöse Gefäße 0 0 0 0 0 0 
Legende: s.Tab. 4.3, S. 75; oflDrEZ: oberflächliche Drüsenepithelzellen 
 
4.4.4.3 VEGF A 
VEGF A lässt sich, wie schon in den untersuchten Bioptaten aus den anderen Gruppen, relativ 
konstant auch in den Bioptaten aus definierten Zyklusphasen nachweisen. Deutliche Unter-
schiede zeigen sich zwar in keiner der untersuchten Strukturen, es lässt sich allerdings eine 
geringfügig erhöhte Expression, vor allem im Bereich der Epithelzellen, in der sekretorischen 
Phase (Diöstrus) im Vergleich zur proliferativen Phase (Östrus) erkennen. Sowohl im Bereich 
des luminalen Epithels und der Zellen der Drüsenausführungsgänge als auch der Drü-
senepithelzellen ergibt sich diese Tendenz zu einer vermehrten Expression. Demgegenüber 
ist hinsichtlich der Stromazellen oder der Blutgefäße kein deutlicher Expressionsunterschied 
in Abhängigkeit vom vorliegenden Zyklusstand abzuleiten. 
Tab. 4.5: IRS-Werte für VEGF A in den Bioptaten aus definierten Zyklusphasen 
Zyklustag 7 14 21 
Zyklusphase früher Diöstrus später Diöstrus Östrus 
Angiosklerosegrad obB mgr obB obB ggr-mgr mgr-hgr 
IRSEZ 1,205 3,775 5,325 2,38 1,49 2,58 
IRSLE/AS 1,09 0,105 1,87 0,78 0,72 0,4 
IRSDrEZ 1,32 3,92 5,5 3,44 1,5 2,84 
IRSSZ 0,18 1,03 1,02 1,19 0,94 1,23 
IRSarterielle Gefäße 0,13 0,25 0,15 0,04 0,19 0,36 
IRSvenöse Gefäße 0 0 0,36 0,2 0,09 0,05 
Legende: s.Tab. 4.3, S. 75 
 
4.4.4.4 VEGF-R2 
Eine Expression von VEGF-R2 kann in den untersuchten Bioptaten unabhängig vom Zyklus-
stand beobachtet werden. Am deutlichsten lässt sich VEGF-R2 im Bereich der Epithelzellen 
(sowohl der luminalen Epithelzellen und Ausführungsgangepithelzellen als auch der Drü-
senepithelien) nachweisen. Während sich im Östrus und frühen Diöstrus überwiegend gering-
gradige Expressionsintensitäten zeigen, wird die Expression im späten Diöstrus den 
untersuchten Bioptaten zufolge offenbar nahezu eingestellt. Ein deutlicher Unterschied zwi-
schen Proliferations- (Östrus) und Sekretionsphase (Diöstrus insgesamt) lässt sich in keiner 
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der untersuchten Zellpopulationen verzeichnen, obgleich die Expression im Östrus geringfügig 
höher ist. Eine Expression durch die Stromazellen lässt sich auch in diesen Bioptaten über-
wiegend nicht nachweisen. Außer einer geringgradigen Expression in einem Bioptat aus dem 
frühen Diöstrus lässt sich lediglich eine dezente Expression durch die arteriellen Gefäße er-
kennen. Die venösen Gefäße zeigen überwiegend keine Expression. 
Tab. 4.6: IRS-Werte für VEGF-R2 in den Bioptaten aus definierten Zyklusphasen 
Zyklustag 7 14 21 
Zyklusphase früher Diöstrus später Diöstrus Östrus 
Angiosklerosegrad obB mgr obB obB ggr-mgr mgr-hgr 
IRSEZ 2,24 1,35 0 0,1325 0,97 1,475 
IRSLE/AS 0,425 1,7 0 0,175 1,01 0,39 
IRSDrEZ 2,84 1 0 0,13 0,93 1,69 
IRSSZ 0,17 0 0 0 0 0 
IRSarterielle Gefäße 1,82 0,21 0 0,25 0,2 0,185 
IRSvenöse Gefäße 0 0,02 0 0 0,17 0 





5.1 Ziel der Arbeit 
Die degenerativen Alterationen der endometrialen Blutgefäße beim Pferd sind durch zahlrei-
che klinische, histomorphologische, ultrastrukturelle und funktionelle Untersuchungen weitest-
gehend charakterisiert. Eine Assoziation zwischen der Anzahl der stattgefundenen 
Trächtigkeiten sowie dem Alter einer Stute und dem vermehrten Vorkommen von Angioskle-
rosen im Stutengenitale gilt als sicher. Zudem lassen diese Erkenntnisse die Annahme zu, 
dass durch degenerative Prozesse im Bereich der endometrialen Blutgefäße einerseits eine 
Minderdurchblutung mit konsekutiver Sauerstoffunterversorgung und andererseits eine Ab-
flussstörung mit daraus resultierender dysfunktionaler Lymphdrainage enstehen, welche einen 
potenziell negativen Effekt auf die Fruchtbarkeit haben. Mit der Durchführung dieser Arbeit 
sollte auf der Grundlage einiger dieser Untersuchungen ein Probengut aus equinen Endome-
triumbioptaten zusammengestellt werden, welches graduell variable angiosklerotische Gefäße 
aufweist. Zum einen sollte mittels immunhistologischer Verfahren die Expression von ausge-
wählten Hypoxiemarkern im equinen Endometrium beschrieben und in Abhängigkeit vom An-
giosklerosegrad untersucht werden. Bei diesen Hypoxiemarkern handelt es sich um Stoffe 
(Proteine, Enzyme, Wachstumsfaktoren etc.), die der hypoxischen Stoffwechselsituation ent-
gegenwirken, um die normale Funktion und das Überleben der Zelle sicherzustellen. Ihr Nach-
weis liefert einen Beitrag zum besseren Verständnis der komplexen metabolischen 
Zusammenhänge im Reproduktionstrakt der Pferdestute. Zum anderen dient diese Arbeit der 
Analyse potenzieller Beziehungen und Abhängigkeiten der Hypoxiemarkerexpression von 
Faktoren wie Zyklusphase, Alter, Endometrose oder dem Vorliegen einer Trächtigkeit. 
 
5.2 Kritische Beurteilung des Untersuchungsmaterials 
Für die Zusammenstellung des Probengutes standen überwiegend Endometriumbioptate zur 
Verfügung, die im Rahmen der Routineeinsendungen in das Institut für Veterinär-Pathologie 
der Universität Leipzig gelangten (s. auch Kap. 3.1, S. 29). Eine Entnahme und Einsendung 
erfolgte in der Regel mit dem Ziel der Kategorisierung nach KENNEY und DOIG (1986), mo-
difiziert nach SCHOON et al. (1992), in Verbindung mit züchterischen Fragestellungen. Der 
überwiegende Anteil der vorberichtlich dokumentierten Informationen (Alter, Abfohlrate, Güst-
zeit etc.) charakterisiert das untersuchte Tiergut insgesamt ausreichend (s. auch Kap. 9.1, 
Tab. 9.1, S. 117 ff.). 
Im Sinne des Studiendesigns wurde eine Vorselektion des archivierten Materials vorgenom-
men, wobei vor allem auf das ausschließliche Vorliegen angiosklerotischer Läsionen geachtet 
wurde. Da das Vorliegen einer Angiosklerose nicht Bestandteil des in der equinen Reproduk-
tionsmedizin etablierten endometrialen Kategorisierungsschemas ist, sind die Bioptate zur Un-
tersuchung der Angiosklerosegrad-abhängigen Expression der Hypoxiemarker demzufolge 
ausnahmslos der Kategorie I zuzuordnen. Weiterhin stammten auch die Bioptate mit Angi-
osklerose- und Endometrose-Kombinationen aus dem routinemäßig eingesandten Archivma-
terial, was u. a. eine gleichartige histologische Aufarbeitung der Proben sicherstellt. Um 
möglichst vergleichbare Voraussetzungen der von verschiedenen Tierärzten entnommenen 
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Bioptate zu gewährleisten, wurde bei der Auswahl auf eine ausreichende Größe der Bioptate 
und das möglichst minimale Vorliegen von entnahmebedingten Quetschartefakten geachtet. 
Die Voraussetzungen für eine Immunreaktivität sollten in allen Proben gegeben sein, da im 
Rahmen der Durchführung einer Endometriumbiopsie in der Regel eine unverzügliche Fixie-
rung in 4%igem Formaldehyd erfolgt, um Autolyseprozesse zu vermeiden. Für diese Studie 
wurden nur solche Bioptate ausgewählt, die formaldehydfixiert zur Einsendung gelangten, da 
immunhistologische Untersuchungen an derartig fixiertem Gewebe ein Standardverfahren in 
der histopathologischen Diagnostik allgemein und insbesondere für die in dieser Studie ver-
wendete immunhistologische Methodik darstellen. Dennoch ist anzumerken, dass eine varia-
bel ausgeprägte Antigenmaskierung durch unterschiedlich langen Verbleib im protein-
vernetzenden Formaldehyd (z. B. durch unterschiedlich lange Laufzeiten beim postalischen 
Versand je nach Herkunftsort der Probe) stattfinden kann, die potenziell zu verminderter Im-
munreaktivität des jeweiligen Bioptates führen könnte, obgleich durch das gleiche Vorbehand-
lungsverfahren eine Demaskierung der nachzuweisenden antigenen Strukturen erreicht wird. 
Andere Fixationsmittel, die möglicherweise einen besseren Strukturerhalt der Antigene und in 
der Folge eine deutlichere Immunreaktivität erreichen, wie z. B. die Zinkfixierung (RUDOLPH 
et al. 2017), wurden nicht in die eigenen Untersuchungen eingeschlossen. 
Zudem wurden sechs Proben von im Institut obduzierten und zum Zeitpunkt des Todes träch-
tigen Stuten und eine im Rahmen einer Schlachtung einer trächtigen Stute entnommene Ge-
webeprobe untersucht. Bei diesen Proben ist der Zeitpunkt vom Tod des Tieres bis zur 
letztlichen Überführung des endometrialen Gewebes in das Fixans (ebenfalls Formaldehyd) in 
der Regel unbekannt (z. B. abhängig von der Länge des postmortalen Intervalls). So weisen 
etwa die Hälfte der Proben von den sezierten Tieren variabel ausgeprägte Anzeichen von Au-
tolyse auf, was wiederum eine Zerstörung der untersuchten antigenen Proteinstrukturen und 
eine verminderte Immunreaktion zur Folge haben könnte. Auch dieses Probengut ist anhand 
vorberichtlicher Angaben hinreichend charakterisiert (s. Kap. 9.1, Tab. 9.2, S. 120). 
Die an definierten Zyklustagen entnommenen Bioptate stammen aus einem externen Institut 
und konnten daher keiner entsprechenden (persönlichen) Vorselektion zugänglich gemacht 
werden. Dies spiegelt sich beispielsweise in der sehr geringen und möglicherweise nicht re-
präsentativen Größe eines der Bioptate aus dem späten Diöstrus sowie in dem Vorliegen teils 
höhergradiger angiosklerotischer und zu einem geringeren Teil auch oligofokaler endometro-
tischer Veränderungen wider. Das Ableiten eines alleinigen Einflusses des hormonellen Zyk-
lusgeschehens auf die Hypoxiemarkerexpression sowie die Vergleichbarkeit zu den anderen 
Proben ist daher kritisch zu werten. 
Alle untersuchten Gewebeproben wurden mittels Pikrosiriusrot-Färbung kontrastiert, um die 
unterschiedlichen Bindegewebsanteile (u. a. kollagene gegenüber elastischen Fasern) zu 
identifizieren und gegeneinander abzugrenzen. Auf diese Art und Weise konnte unabhängig 
von der Herkunft der Probe oder der letztendlichen Gruppenzugehörigkeit ein Angiosklerose-
grad entsprechend der festgelegten Kriterien ermittelt und so in die kritische Beurteilung der 
erhobenen Befunde einbezogen werden. Im Rahmen der Auswertung der Pikrosiriusrot-Fär-
bung und der Bildung der Angiosklerosegruppen unterschiedlicher Grade fiel außerdem die 
große Varianz in Bezug auf die Vaskularisierung der untersuchten Endometrien auf. Um ver-
gleichbare Ergebnisse zu erzielen, wurden relative Häufigkeiten der graduell unterschiedlich 
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alterierten Gefäße entsprechend des Blutgefäßtyps für die Ermittlung des Angiosklerosegra-
des und eine entsprechende Gruppenzuordnung herangezogen. 
 
5.3 Expression der Hypoxiemarker in Abhängigkeit vom Angioskle-
rosegrad 
5.3.1 HIF-1α 
Die Expression von HIF-1α im weiblichen Reproduktionstrakt ist Gegenstand mehrerer hu-
manmedizinischer Studien. Einerseits sollen diese oftmals vor allem zum Verständnis der en-
dometrialen Auf-, Ab- und Umbauvorgänge im Rahmen des weiblichen Sexualzyklus und der 
Menstruation beitragen (CHEN et al. 2015); andererseits sollen sie Zusammenhänge zu prog-
nostischen Faktoren (u. a. Ansprechbarkeit auf Strahlen- und/oder Chemotherapie, mittlere 
Überlebensraten) beim Vorliegen von endometrialen Karzinomen aufklären (FUJIMOTO et al. 
2006, SADLECKI et al. 2014). Ein Nachweis von HIF-1α gelingt zum Beispiel CRITCHLEY et 
al. (2006) im gesunden Endometrium der Frau sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene. 
In der Veterinärmedizin existieren lediglich eine Handvoll Studien, die die Expression von HIF-
1α – als zentralem Regulator bei der Anpassung des Organismus an Situationen mit absolu-
tem oder relativem Sauerstoffmangel auf vor allem zellulärer Ebene – im Reproduktionstrakt 
allgemein sowie im weiblichen Genitale im Speziellen untersuchen. So konnte eine HIF-1α-
Expression unter anderem von AGAOGLU et al. (2015) molekularbiologisch (mRNA) und im-
munhistologisch im zyklischen und trächtigen Uterus der Katze nachgewiesen werden. Des 
Weiteren wurde HIF-1α-mRNA im frühträchtigen Rinder- (HOFFERT-GOERES et al. 2007), 
Schaf- (SONG et al. 2008) und Pferdeuterus (KURAR et al. 2013) nachgewiesen. Derzeit exis-
tieren allerdings, die versuchen einen Zusammenhang zwischen einer Expression von HIF-1α 
auf Proteinebene im equinen Endometrium und dem ortsständigen Vorkommen degenerativer 
Blutgefäßläsionen als potenzielle Ursache für lokale Minderperfusionen mit konsekutivem 
Sauerstoffmangel im Gewebe herzustellen. Ein Zusammenhang zwischen Gefäßwandverän-
derungen und Durchblutungsstörungen sowie Hypoxie ist in der Humanmedizin bekannt. 
SCHOLZ und TAYLOR (2013) führen beispielsweise die Atherosklerose als Erkrankung mit 
konsekutiver Hypoxie an. SEMENZA (2012) benennt in diesem Zusammenhang u. a. die Ko-
ronare Herzkrankheit und die Periphere arterielle Verschlusskrankheit als spezifische Unter-
formen der Atherosklerose. Auch bei pulmonaler arterieller Hypertension sorgt Hypoxie über 
HIF-1α in den Mediamyozyten der Pulmonalarterie für die vermehrte Expression von Zielge-
nen, die am Vascular Remodeling beteiligt sind (SEMENZA 2012). Ähnliche Zusammenhänge 
werden analog dazu in der Veterinärmedizin angenommen. Für Angiosklerosen im Endomet-
rium der Stute weisen BLAICH et al. (1999) und LUDWIG et al. (2002) mittels Farbdopplerso-
nografie zumindest eine Minderperfusion nach, was den Schluss einer Sauerstoff-
unterversorgung vermuten lässt. 
Im Wesentlichen entspricht der immunhistologische Nachweis von HIF-1α im equinen Endo-
metrium in dieser Studie (s. Kap. 4.3.1, S. 46 f.) sowohl dem in den Untersuchungen von 
CRITCHLEY et al. (2006) beschriebenen Nachweis im luminalen Epithel sowie im glandulären 
Epithel des Endometriums der Frau, obgleich sie überwiegend eine ausschließlich intranukle-
äre Expression dokumentieren. Stromazellen weisen dort nur in wenigen Fällen eine 
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Expression auf, während in dieser Studie außer in einem einzigen Bioptat keine Expression 
im Bereich der Stromazellen nachgewiesen werden konnte. In den Untersuchungen von 
ZHANG und SALAMONSEN (2002) zeigt sich eine überwiegend schwache Expression in 
Epithel- und Stromazellen sowie Blutgefäßen. Sie können in 20 von 34 Proben keine Immun-
reaktion nachweisen und in den übrigen 14 Proben fanden die Autoren eine Immunreaktion in 
den unterschiedlichen oben genannten Zellpopulationen, wobei sich in jeder Probe der Groß-
teil des Gewebes immunnegativ darstellte. 
Im felinen Uterus erkennen AGAOGLU et al. (2015) mittels immunhistologischer Verfahren ein 
relativ ähnliches intrazytoplasmatisches und intranukleäres Expressionsmuster für HIF-1α. 
Auch die exprimierenden endometrialen Zellpopulationen sind denen in dieser Studie ähnlich. 
Zusammen mit den Ergebnissen der eigenen Untersuchungen an chemisch induziert hypoxi-
schen equinen endometrialen Zellkulturen (s. Kap. 9.8.2, Abb. 9.14, S. 143) ist im vorliegenden 
Fall von einem spezifischen immunhistologischen Nachweis des equinen HIF-1α-Proteins aus-
zugehen, wenngleich der molekularbiologische Proteinnachweis mittels Western Blot in den 
eigenen Untersuchungen nicht mit der spezifischen Proteinbande bei etwa 120 kDa möglich 
war (s. Kap. 9.8.5, Abb. 9.42, S. 153). Vor allem im Bereich des Drüsenepithels lassen sich 
erst in Bioptaten mit höhergradigen Veränderungen, d. h. ab Vorliegen einer insgesamt min-
destens mittel- bis hochgradigen Angiosklerose, entsprechend größere IRS-Werte erkennen. 
Dies spricht für eine erhöhte HIF-1α-Expression und damit für eine vermehrte Regulation der 
Sauerstoffhomöostase der glandulären Epithelien. Dennoch erweist sich Unterschied im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe nicht als statistisch signifikant. In den meisten Bioptaten konnte dabei 
vor allem ein vermehrt intrazytoplasmatischer Nachweis des Transkriptionsfaktors 
HIF-1α beobachtet werden. HIF-1α wird unter normoxischen Bedingungen vergleichsweise 
schnell degradiert (Halbwertszeit von weniger als 10 (CHUN et al. 2002), weniger als 5 Minu-
ten (HUANG et al. 1998, SEMENZA 1999) oder unter bestimmten Bedingungen sogar weniger 
als 1 Minute (YU et al. 1998)). Unter Hypoxie akkumuliert HIF-1α intrazytoplasmatisch, bevor 
es in den Zellkern transloziert (s. Abb. 2.2, S. 6), daher ist eine deutlichere intrazytoplasmati-
sche Immunreaktivität durchaus als Anzeichen einer Hypoxie zu werten. Einige Autoren sehen 
letztlich nur das intranukleäre Signal als verlässliches Anzeichen für das Vorliegen einer (stoff-
wechsel-)relevanten Hypoxie an (VAUGHAN et al. 2010). Die deutlichsten intranukleären 
Nachweise in den untersuchten Epithelzellpopulationen ergaben sich im eigenen Untersu-
chungsgut in Bioptaten mit überwiegend schweren Angiosklerosen vor allem im luminalen 
Epithel (s. Kap. 9.8.3, Abb. 9.16, S. 144). Dies erscheint nachvollziehbar, da sich das luminale 
Epithel am weitesten von den größeren, im Stratum subglandulare liegenden arteriellen und 
somit sauerstoffreiches Blut liefernden Gefäßen entfernt befindet. Direkt subepithelial ist ein 
ausgeprägtes Kapillarnetz ausgebildet (KENNEY 1978), das die luminalen Epithelzellen 
u. a. mit Sauerstoff versorgt. Der durch die Minderperfusion infolge der angiosklerotisch alte-
rierten Gefäße (BLAICH et al. 1999, LUDWIG et al. 2002) transportierte Sauerstoff reicht für 
die Aufrechterhaltung des physiologischen Ablaufes der zellulären Funktionen bis in diese 
Endstrombahn möglicherweise nicht aus. Zur Wiederherstellung der Sauerstoffhomöostase in 
eben diesen luminalen Epithelzellen wird daher scheinbar der HIF-1-Signaltransduktionsweg 
gestartet und die Expression der Downstreamprodukte findet statt. 
Eine weitere Zellpopulation, bei der statistisch relevante Unterschiede hinsichtlich der Expres-
sion von HIF-1α zu erkennen waren, ist die glatte Muskulatur der Media der Arterien sowie zu 
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einem geringeren Ausmaß und statistisch nicht signifikant auch der Arteriolen. Entgegen der 
Annahme, dass mit steigendem Angiosklerosegrad infolge der Minderperfusion und der kon-
sekutiven Hypoxie eine gesteigerte HIF-1α Expression stattfindet, sieht man in allen Bioptaten 
mit Angiosklerose eine eher verringerte Expression. Allerdings nimmt der Anteil der intranuk-
leären Expression (als Zeichen für das Vorliegen einer Hypoxie) ab dem Vorliegen einer ge-
ring- bis mittelgradig ausgeprägten Angiosklerose zu, auch wenn sich insgesamt niedrigere 
IRS-Werte ergeben (s. Abb. 4.14, S. 52). In diesem Zusammenhang stellt sich auch die Frage, 
inwieweit eine alleinige Betrachtung von HIF-1α tatsächlich sinnvoll ist, um das Vorliegen einer 
Hypoxie zu beurteilen. Wenn, wie im eigenen Untersuchungsgut, überwiegend eine geringe 
Expression von HIF-1α nachzuweisen ist, und möglicherweise andere Hypoxiemarker ver-
mehrt exprimiert sind (s. Kap. 5.3.3, S. 84 ff.), zeigt dies vielleicht keine aktuelle, sondern eine 
zurückliegende Hypoxie an. Handelt es sich um eine akute oder chronische Hypoxie? Ist diese 
kontinuierlich oder intermittierend? Da degenerative Gefäßwandveränderungen wie Angi-
osklerosen bei Tieren eher im Rahmen eines langsam voranschreitenden Prozesses entste-
hen (ROBINSON und ROBINSON 2016), besteht möglicherweise eine ausreichende Zeit zur 
Adaptation der Zellen und des Gewebes an die sich ergebende hypoxische Stoffwechselsitu-
ation durch Einleiten entsprechender metabolischer Gegenmaßnahmen. Auch aus diesem 
Grund wurden in der durchgeführten Studie weitere Hypoxiemarker an den gleichen Bioptaten 
untersucht. Möglicherweise liegt die hypoxiegetriggerte HIF-1α-Reaktion bereits zurück und 
durch z. B. den Switch auf anaerobe Glykolyse (vermehrte Expression von GLUT1) sowie eine 
gesteigerte Durchblutung im Rahmen einer gesteigerten Angiogenese (vermehrte Expression 
von VEGF A und dessen Rezeptor VEGF-R2) wurde das Ziel einer schnellen Reoxygenierung 
der Zellen bzw. des Gewebes erreicht. Dies könnte einen Erklärungsansatz für eine potenziell 
fehlende Assoziation von HIF-1α und den anderen untersuchten Hypoxiemarkern darstellen. 
Eine ausschließlich isolierte Betrachtung der Expression von HIF-1α scheint unter Würdigung 
dieses Aspektes wenig sinnvoll. Des Weiteren ist kritisch anzumerken, dass es für die Aus-
wertung immunhistologischer Schnittpräparate zum HIF-1α-Nachweis keine einheitlichen 
Standards gibt, so dass sich je nach Auswertungsschema (z.B. ausschließlich nukleäre vs. 
ausschließlich intrazytoplasmatische Expression) in verschiedenen Studien unterschiedliche 
und möglicherweise sogar konträre Ergebnisse ableiten lassen (SADLECKI et al. 2014). 
 
5.3.2 GLUT1 
Das Endometrium stellt ein vergleichsweise stoffwechselaktives Gewebe dar, das im Rahmen 
des Sexualzyklus sowie einer Trächtigkeit insbesondere im Bereich der Epithel- und Stroma-
zellen dynamischen Anpassungsreaktionen, wie zum Beispiel Proliferation, Apoptose, Diffe-
renzierung u. a., unterliegt. All diese Prozesse sind metabolisch relativ anspruchsvoll 
(STRAUSS et al. 2009). Bei Säugetieren stellt Glukose das hauptsächlich energieliefernde 
Substrat nach Formation der Blastozyste dar und spielt somit eine entscheidende Rolle bei 
der Entwicklung des Konzeptus (PANTALEON 1998, KORGUN et al. 2001). Demzufolge müs-
sen im Endometrium entsprechende Moleküle existieren, die einen Transport von Glukose 
über die Zellgrenzen hinweg gewährleisten bzw. vereinfachen. GLUT1 wurde als einer der 
ersten dieser Glukosetransporter im Endometrium beschrieben. Zunächst konnten 
YAMAGUCHI et al. (1996) GLUT1-spezifische mRNA in den Dezidua von Ratten nachweisen. 
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Die Gruppe um KORGUN et al. (2001) lokalisiert das GLUT1-Protein im luminalen Epithel, den 
Stromazellen und den Dezidua im Rattenuterus. Zu den Ersten, die GLUT1 in Endometrium-
proben gravider und nicht-gravider Frauen nachweisen konnten, gehören WOLFF et al. 
(2003). Glukosetransporter im Allgemeinen werden gewebe- und speziesspezifisch exprimiert 
(MUECKLER 1994, ZHAO und KEATING 2007). Auch im Reproduktionstrakt, insbesondere 
im Endometrium, scheint es tierartliche Unterschiede unter anderem in Abhängigkeit vom Im-
plantationstyp und der Dauer der Präimplantationsperiode zu geben. GIBSON et al. (2018) 
geben einen guten Überblick über bislang bekannte speziesspezifische Unterschiede u. a. bei 
der endometrialen GLUT1-Expression. Zur Untersuchung der Expression von Glukosetrans-
portern im Uterus der Haussäugetiere existieren insgesamt allerdings relativ wenige Studien. 
So stellen GAO et al. (2009) veränderte Expressionen von GLUT1 in zyklischen und graviden 
Uteri von Schafen auf mRNA-Ebene u. a. mittels In-situ-Hybridisierung und auf Protein-Ebene 
mittels Immunhistologie fest, wobei die höchste Expression im luminalen Epithel und dem 
oberflächlichen Drüsenepithel zu finden war. GIBSON et al. (2018) finden im Endometrium 
nicht-gravider Pferde in Abhängigkeit vom Zyklusstand eine graduell variable Expression im 
luminalen Epithel und den Drüsenepithelien sowie teils in den Stromazellen. Im eigenen Un-
tersuchungsgut lässt sich eine Expression ebenfalls vor allem im luminalen Epithel sowie zu 
einem geringeren Anteil auch in den oberflächlichen Drüsenepithelzellen nachweisen. Im Ge-
gensatz zu dem erwarteten Zusammenhang, dass mit steigendem Angiosklerosegrad auch 
eine vermehrte Expression von GLUT1 zur sauerstoffunabhängigen Energiegewinnung mittels 
anaerober Glykolyse stattfindet, zeigt sich eher eine verminderte bis nicht mehr nachweisbare 
Expression dieses Transportmoleküls. Dies zeigt sich vor allem in den luminalen Epithelzellen 
und den Zellen der Drüsenausführungsgänge sowie im Bereich der arteriellen Gefäße. Diese 
Zellpopulationen weisen im eigenen Untersuchungsgut vor allem eine Expression von GLUT1 
auf. Die hier ermittelten Ergebnisse lassen zwar die Assoziation einer verminderten GLUT1-
Expression mit höhergradigen Angiosklerosen vermuten, die Zusammenhänge stellen sich al-
lerdings als statistisch nicht signifikant dar. 
Mögliche Erklärungsansätze für die verminderte Expression des Glukose-Transporters wären, 
dass im zyklischen equinen Endometrium eine Steigerung der anaeroben Glykolyse nicht 
zwingend eine Antwort auf hypoxische Stimuli durch Perfusionsstörungen darstellt. Für die 
Glykolyse werden neben den Glukosetransport erleichternde Moleküle (sog. Glukose-Trans-
porter) auch andere für diesen energieliefernden Stoffwechselweg erforderliche Enzyme (u. a. 
Laktatdehydrogenase, Hexokinase etc.) benötigt. Diese werden als Antwort auf Hypoxie eben-
falls vermehrt exprimiert (s. Tab. 2.1, S. 9). Dies wäre allerdings ohne funktionelle Relevanz, 
wenn durch Fehlen des Glukose-Transporters intrazellulär das Hauptsubstrat in Form der Glu-
kose fehlt – die GLUT1-Expression sinkt schließlich mit steigendem Angiosklerosegrad. Mög-
licherweise ist im equinen Endometrium auch nicht GLUT1 der im Vordergrund stehende 
Transporter, sondern ein anderes Mitglied aus der GLUT-Familie, das wiederum sauerstoffab-
hängig reguliert wird. So wird GLUT3 bekannterweise durch Hypoxie gesteuert (GILLIES et al. 
2011, MASOUD und LI 2015, PARK et al. 2016). Im equinen Endometrium konnten GIBSON 
et al. (2018) neben GLUT1 fünf weitere Glukosetransporter nachweisen. Dabei handelt es sich 




Ein weiterer Aspekt wäre die sauerstoffunabhängige Expression von GLUT1 im nicht-tragen-
den equinen Uterus. In ihrem Review-Artikel geben BAUMANN et al. (2002) neben Hypoxie 
unter anderem Glukose selbst, die Durchblutung sowie ein breites Spektrum an extrazellulären 
Faktoren wie Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Steroid(hormon)en als einflussnehmende 
Stoffe auf die GLUT-1 Expression an. BILTON und BOOKER (2003) diskutieren dies ebenfalls. 
Eine Steuerung der Hypoxiemarker durch Sauerstoff allein ist unter Berücksichtigung der kom-
plexen Zusammenhänge und Interaktionen der zahlreichen involvierten Stoffwechselwege 
eher unwahrscheinlich. 
Denkbar wäre auch eine vergleichsweise transiente Steigerung der GLUT1-Expression durch 
eine sauerstoffabhängige Aktivierung über HIF-1α. Durch synergistische Effekte von Hypoxie 
und dem gesteigerten Glukosegehalt in der Zelle auf u. a. glykolytische Enzyme (z. B. Hexo-
kinase 2 lt. MATHUPALA et al. 2001) hat eine Anpassung an den akuten Sauerstoffmangel 
möglicherweise bereits stattgefunden. Die durch eine Angiosklerose dauerhaft verursachte 
Minderperfusion führt tendenziell eher zu einer chronischen Hypoxie. Weiterhin könnten ne-
gative Rückkoppelungsmechanismen durch Glukose selbst oder beteiligte glykolytische En-
zyme die verminderte Expression erklären. Eine verminderte Durchblutung in Folge der 
angiosklerotisch veränderten Blutgefäße könnte wiederum zu einer Reduktion zirkulierender 
Wachstumsfaktoren (z. B. IGF-1, TGF-α), welche die GLUT1-Expression sonst steigern, füh-
ren. Zum besseren Verständnis dieser komplexen Pathways sind weitergehende Untersu-
chungen, z. B. in Form eines doppelten Immunolabeling zur direkten Beurteilung von Co-
Expressionen (z. B. HIF-1α und GLUT1) oder die Untersuchung weiterer Marker, die in den 
Glukosemetabolismus involviert sind (z. B. LDH A , Hexokinase 2, Pyruvatdehydrogenase, 
etc.), erforderlich. 
 
5.3.3 VEGF A und VEGF-R2 
Angiogenese ist im Reproduktionstrakt insbesondere weiblicher Säugetiere ein grundlegender 
Prozess für den regelrechten Ablauf physiologischer Vorgänge. Gerade im Endometrium stellt 
sie im Rahmen des Zyklusgeschehens einen wesentlichen Bestandteil zur Vorbereitung einer 
möglichen Nidation der befruchteten Eizelle sowie während einer Trächtigkeit die Vorausset-
zung zur Ausbildung einer Plazenta für die Versorgung der Frucht dar (SHIMIZU et al. 2012). 
VEGF A gilt als der potenteste Stimulus für Vaskulo- und Angiogenese (CHARNOCK-JONES 
et al. 2004), allerdings nicht nur im Reproduktionstrakt. Ein regulierender Faktor für dieses 
komplexe System ist Hypoxie (SHARKEY et al. 2000). Eine Expression von VEGF A und sei-
nen beiden hauptsächlichen Rezeptoren VEGF-R1 und VEGF-R2 wird unter anderem für das 
Endometrium, die Dezidua und die Trophoblasten von Menschen (SHARKEY et al. 1993, 
CHARNOCK-JONES et al. 1994, SHORE et al. 1997) und nicht-humanen Primaten (WULFF 
et al. 2002) nachgewiesen. Bei Schweinen ist VEGF A von KACZMAREK et al. (2008) in 
Epithel- und Stromazellen sowie in Blutgefäßen des Endometriums und im Myometrium zu 
finden; dessen zwei Rezeptoren vor allem in den Gefäßen und zyklusabhängig auch in endo-
metrialen Epithel- und Stromazellen. Im zyklischen felinen Uterus zeigen sowohl die Epithel- 
als auch Stromazellen eine Expression von VEGF A, bei Vorliegen einer Trächtigkeit auch 
Endothelzellen (AGAOGLU et al. 2015). Das VEGF-A-System wird im Endometrium der Kuh 
ebenfalls von SAĞSÖZ und SARUHAN (2011) nachgewiesen. Das in den eigenen 
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Untersuchungen ermittelte Expressionsverhalten von VEGF A und dessen Rezeptoren deckt 
sich weitgehend mit denen von ALLEN et al. (2007) im Endometrium der Stute: 
Eine relativ gleichmäßige intrazytoplasmatische Immunreaktion sowohl im luminalen als auch 
im glandulären Epithel war für VEGF A relativ konstant in allen hier untersuchten Proben nach-
weisbar. Für das luminale Epithel zeigt sich eine vermehrte Expression erst bei Vorliegen 
hochgradiger Angiosklerosen (s. Abb. 4.20, S. 56), die allerdings nicht statistisch signifikant 
ist. Für das Drüsenepithel ergibt sich, ähnlich wie bei HIF-1α, ebenfalls erst ab einer hochgra-
digen Angiosklerose eine vermehrte Expression, die sich im Vergleich zur Kontrollgruppe auch 
statistisch signifikant darstellt. Diese relative Konstanz im Expressionsverhalten wird auch von 
ALLEN et al. (2007) beschrieben, wobei die Intensität bei Stuten im Östrus geringer war als 
bei solchen aus dem Diöstrus. Allerdings wurden nur zwei Proben aus dem Östrus und vier 
aus dem Diöstrus (Tag 8 und Tag 10) untersucht. Außerdem fehlen Angaben zu vorliegenden 
endometrialen Alterationen. Dass die luminalen und glandulären Epithelzellen, als die Zellpo-
pulationen, die eine entscheidende Rolle bei zahlreichen physiologischen Vorgängen spielen 
(Herstellung der fetomaternalen Verbindung, Schaffung des uterinen Mikromilieus für die Ni-
dation, Versorgung des Fetus über die Histiotrophe, etc.), im equinen Endometrium den Hy-
poxiemarker VEGF A exprimieren, erscheint nachvollziehbar. 
Im eigenen, größeren Untersuchungsgut zeigte sich zudem auch eine stromale VEGF-A-
Expression, wenn auch überwiegend schwach (s. Abb. 4.22,S. 57). Wirklich deutliche Unter-
schiede in Abhängigkeit vom Angiosklerosegrad lassen sich allerdings nicht erkennen. Eine 
Bedeutung für die Anpassung an eine Hypoxie lässt sich mittels der eigenen Untersuchungen 
daher für die Stromazellen nicht ableiten. 
Hinsichtlich des Expressionsmusters von VEGF-R2 in dieser Studie existieren vergleichbare 
Beschreibungen in der Literatur unter anderem bei Menschen (MEDURI et al. 2000), Schwei-
nen (KACZMAREK et al. 2008), Rindern (SAĞSÖZ und SARUHAN 2011), Katzen (AGAOGLU 
et al. 2015) und Pferden (ALLEN et al. 2007). Eine überwiegend geringgradige Rezeptorex-
pression ist, unabhängig vom Angiosklerosegrad, in den endometrialen luminalen und glan-
dulären Epithelzellen vorzufinden. Dies könnte hinweisend auf einen autokrinen 
Aktivierungsmechanismus bzw. ein parakrines Signal an die benachbarten Zellen sein (CHEN 
et al. 2008). 
In der Literatur werden als eigentliche Zielzellen von VEGF A die Endothelzellen angegeben, 
welche hauptsächlich die VEGF-Rezeptoren 1 und 2 exprimieren (HARRY und PALEOLOG 
2003). In der vorliegenden Arbeit weist das Endothel der arteriellen Blutgefäße eine vergleichs-
weise wenig intensive und relativ seltene Expression des VEGF-R2 auf. Eine deutlichere Ex-
pression lässt sich vor allem in Mediamyozyten arterieller Gefäße erkennen. Neben einer 
ähnlich geringen vaskulären Expression im zyklischen Endometrium weisen ALLEN et al. 
(2007) vor allem erst im trächtigen Uterus eine deutliche VEGF-R2-Expression nach. Eine 
Bedeutung der Interaktion von VEGF A und VEGF-R2 in Abhängigkeit vom Angiosklerosegrad 
und einer Hypoxie infolge der Minderperfusion lässt sich für die Blutgefäße mittels der eigenen 
Untersuchungen nicht erkennen. Weitaus häufiger und konsistenter exprimieren die Drü-
senepithelzellen den Rezeptor. 
Es stellt sich die Frage, warum VEGF A in dieser vergleichsweise großen Menge exprimiert 
wird, wenn der Rezeptor, der das angiogene Signal vermitteln soll, demgegenüber insgesamt 
nur in relativ geringen Mengen vorkommt. Einige Autoren sehen in VEGF A nicht nur ein 
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Signalmolekül, das ausschließlich an der Angiogenese im Endometrium beteiligt ist. Durch die 
Expression von VEGF A und seinen Rezeptoren von Endothelzellen und glatten Muskelzellen 
der Blutgefäße wird sowohl über eine endotheliale Proliferation und Migration die Entwicklung 
von Blutgefäßen im Zyklus reguliert als auch die Gefäßpermeabilität erhöht (SAĞSÖZ und 
SARUHAN 2011). Demgegenüber wird die Expression durch glanduläre Epithelzellen als Ein-
fluss auf die sekretorische Aktivität der Drüsen selbst interpretiert. Auf diese Art und Weise 
wird das erforderliche uterine Mikromilieu für die Nährstoffversorgung und die Implantation des 
Embryos (KRÜSSEL et al. 1999, WEI et al. 2004) geschaffen. Zu ähnlichen Schlüssen kom-
men auch andere Studien beim Menschen (BERSE et al. 1992, GABLER et al. 1999). Die 
eigenen Untersuchungsergebnisse unterstützen diese Erkenntnisse durch den Nachweis ei-
ner gesteigerten glandulären VEGF-A-Expression in Abhängigkeit vom Angiosklerosegrad bei 
nahezu unverändert geringer VEGF-R2-Expression. Eine Beeinflussung durch vermehrte Sät-
tigung des vorhandenen Rezeptors ist denkbar. Durch die Betrachtung der Angiosklerose-ab-
hängigen Expression von VEGF-A und VEGF-R2 kann daher im equinen Endometrium die 
Anpassung an eine Sauerstoffunterversorgung über eine gesteigerte VEGF-A-Expression, zu-
mindest für die Drüsenepithelzellen, angenommen werden. 
Allerdings tritt erst bei höhergradigen angiosklerotischen Alterationen eine vermehrte VEGF-
A-Expression auf. Möglicherweise ist die durch Angiosklerosen ausgelöste Minderperfusion 
im zyklischen Uterus nicht ausreichend für das Auslösen ausgeprägter Anpassungsmechanis-
men an Sauerstoffmangelzustände. Dies würde sich auch mit den Erkenntnissen von 
KRIESTEN (1995) und SCHOON et al. (1997) decken, dass insbesondere schwere Angioskle-
rosen einen additiv verschlechternden Effekt auf die Fruchtbarkeit haben. 
Für das VEGF-A System ist neben Hypoxie auch ein Einfluss der Sexualhormone Östrogen 
und Progesteron bekannt (CHARNOCK-JONES et al. 1993, SONG et al. 2008). Durch das 
Zyklusgeschehen unterliegt das equine Endometrium zwangsläufig diesem hormonellen Ein-
fluss. Im eigenen Untersuchungsgut sind zu etwa gleichen Anteilen sowohl Bioptate mit Öst-
rogendominanz (proliferative Funktionsmorphologie) als auch Progesterondominanz 
(sekretorische Funktionsmorphologie) vertreten (s. Kap. 4.1.3, S. 42 f.). Innerhalb der einzel-
nen Gruppen ergibt sich dabei eine relativ ungleichmäßige Verteilung (s. Kap. 9.1, Tab. 9.1, 
S. 117 ff.). In den meisten Studien, bei denen die VEGF-A-Expression in Abhängigkeit der 
Zyklusphase untersucht wird, bestehen nur mäßige Unterschiede (ALLEN et al. 2007, 
KACZMAREK et al. 2008), sodass der Einfluss der Sexualhormone als vernachlässigbarer 
Faktor angesehen werden kann. 
 
5.4 Expression der Hypoxiemarker in Abhängigkeit vom Vorliegen 
einer Trächtigkeit 
Im direkten Vergleich zwischen Bioptaten von zyklischen und trächtigen Stuten sind ver-
gleichsweise geringfügige Unterschiede bei der Expression der Hypoxiemarker anhand der-
IRS-Werte erkennbar. Wie schon in Kap. 4.4.2, S. 60 f. angesprochen, wurde die hier 
verwendete Kontrollgruppe so gewählt, dass innerhalb der beiden Gruppen vergleichbare An-
giosklerosegrade vorliegen. Anhand der Schlüsse aus den Untersuchungen zur Hypoxiemar-
kerexpression in Abhängigkeit vom Angiosklerosegrad (erst bei höhergradigen 
Angiosklerosen relevante Expressionsunterschiede der Hypoxiemarker), wäre der Einfluss in 
DISKUSSION 87 
 
den sieben Proben von tragenden Stuten (keine Angiosklerose bei n = 4, geringgradige Angi-
osklerose bei n = 2, gering- bis mittelgradige Angiosklerose bei n = 1) wahrscheinlich vernach-
lässigbar. Eine Trächtigkeit stellt jedoch eine immense metabolische Herausforderung an den 
Organismus dar, sodass auch geringe Einflussfaktoren eine potenzielle Störung der komple-
xen physiologischen Abläufe bedeuten könnte. Um diesen potenziellen Einflussfaktor des An-
giosklerosegrades zu minimieren, wurde daher eine Kontrollgruppe (n = 20) aus Bioptaten 
zyklischer Endometrien ohne (n = 10) und mit geringgradiger (n = 10) Angiosklerose gewählt. 
Bei Betrachtung der ermittelten IRS-Werte ergeben sich vor allem Unterschiede im Bereich 
der luminalen Epithelzellen und der Zellen der Drüsenausführungsgänge. Für HIF-1α, GLUT1 
und VEGF-R2 lässt sich jeweils ein höherer Medianwert für den IRS erkennen. Während der 
Unterschied für HIF-1α (s. Abb. 4.27, S. 60) und VEGF-R2 (s. Abb. 4.33, S. 65) vergleichs-
weise gering ausfällt, verdrei- bzw. vervierfacht sich der Median der IRS-Werte für GLUT1 
(s. Abb. 4.29, S. 62) statistisch signifikant (p = 0,048). Demgegenüber ergibt sich für VEGF A 
in dieser Zellpopulation kein relevanter Unterschied (s. Abb. 4.31, S. 63). 
Drei der vier untersuchten Marker werden zwar graduell variabel, aber insgesamt vermehrt im 
Bereich des luminalen Epithels exprimiert. Dabei handelt es sich um die Zellpopulation, die an 
der Verbindung zwischen fetaler und maternaler Plazenta funktionell beteiligt ist. So finden 
GIBSON et al. (2018) für GLUT1 auch vor allem im luminalen Epithel eine Expression des 
Transporters insbesondere während der frühen Trächtigkeit im equinen Endometrium und der 
Placenta fetalis. Auch für VEGF A und VEGF-R2 weisen ALLEN et al. (2007) eine Expression 
im tragenden equinen Uterus sowohl in der maternalen als auch der fetalen Plazenta nach. 
Ein gesteigerter HIF-1α-mRNA-Gehalt konnte im Pferdeendometrium ab Tag 18 der Trächtig-
keit von KURAR et al. (2013) im Vergleich zum zyklischen Endometrium beobachtet werden. 
Reproduktionsimmunologische Studien haben ergeben, dass Vorgänge wie Implantation und 
Plazentation nur in einer sauerstoffarmen Umgebung stattfinden können. Ein hypoxisches Mi-
lieu stellt dabei die Voraussetzung für die Invasion des Trophoblasten und die Entwicklung der 
Plazenta dar (GENBACEV et al. 1997). Daher ist es nicht verwunderlich, dass die hier unter-
suchten Hypoxiemarker in den Proben aus trächtigen Stuten vermehrt exprimiert werden. Wie 
bereits angesprochen, passen sich eukaryote Zellen an hypoxische Situationen über HIF-
vermittelte Signalwege über Steuerung des Energiestoffwechsels, der Erythropoese oder An-
giogenese u. a. im Rahmen entzündlicher und anderer pathologischer Vorgänge an. Der träch-
tige Uterus stellt allerdings eine physiologische Umgebung dar, in der sich bei Säugetieren ein 
hypoxisches Milieu entwickelt. Zudem sind ovarielle Steroide an der Regulation der HIF-Gene 
im Endometrium beteiligt, da dieses ein wichtiges Ziel der Wirkung von Progesteron und Öst-
rogen darstellt. Dabei ist es vor allem möglich, dass das Endometrium unter dem Einfluss von 
Progesteron hypoxischer wird, gegenüber dem Östrogeneinfluss, unter dem es vermehrt 
durchblutet wird. Dies haben u. a. Studien bei Mäusen (DAIKOKU et al. 2003) und Schafen 
(SONG et al. 2008) ergeben. Östrogen und Progesteron erhöhen außerdem die Gefäßperme-
bilität, hemmen aber die Angiogenese im Mausuterus (DAIKOKU et al. 2003). Dass HIFs, und 
damit auch deren Downstream-Produkte, eine essenzielle Rolle im Rahmen der Plazentaent-
wicklung spielen, zeigen embryonale Verluste und Plazentationsstörungen bei HIF-defizienten 
Mäusen (KOZAK et al. 1997, ABBOTT und BUCKALEW 2000, COWDEN DAHL et al. 2005). 
Auch die eigenen Untersuchungen zeigen, dass die Expression der untersuchten Hypoxie-
marker im Bereich der fetalen und maternalen Plazenta nachweisbar ist (s. Kap. 9.8.4, Abb. 
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9.34 bis Abb. 9.41, S. 150 ff.). Es ergibt sich im Vergleich zu den untersuchten Zellpopulatio-
nen in den zyklischen Proben insgesamt eine relativ stärkere Expressionsintensität. Dies und 
die Erhöhung der IRS-Wert-Mediane vom luminalen Epithel bei dreien der vier untersuchten 
Hypoxiemarker unterstreicht, dass die hier verwendeten Hypoxiemarker eine Rolle bei der 
Ausbildung und Aufrechterhaltung der feto-maternalen Verbindung spielen. Demzufolge 
könnte eine Störung der HIF-1α-vermittelten Regelkreise infolge schwerer angiosklerotischer 
Veränderungen, wie sie in Kap. 5.3 (S. 80 ff.) diskutiert werden, auch zu einer Beeinflussung 
eben dieser feto-maternalen Verbindung führen. Um diesen Zusammenhang allerdings weiter 
zu verfolgen, wären weitere Untersuchungen nötig, die einerseits eine größere Anzahl an Pro-
ben und andererseits insbesondere Proben von trächtigen Tieren mit höhergradigen angi-
osklerotischen Alterationen in die nähere Betrachtung einschließen. 
 
5.5 Expression der Hypoxiemarker bei Vorliegen einer 
Endometrose 
Für die Entstehung und Progression der equinen Endometrose wird eine mögliche pathoge-
netische Relevanz von Gefäßalterationen und daraus potenziell resultierende Sauerstoffun-
terversorgung diskutiert (SCHOON et al. 1993, GRÜNINGER et al. 1998, HOFFMANN 2006). 
Sowohl ein Sauerstoffmangel im Rahmen einer Minderdurchblutung infolge von Angiopathien 
(BLAICH et al. 1999) als auch eine Hypoxie durch eine verbreiterte Diffusionsstrecke in Folge 
der vermehrten periglandulären Anordnung von Stromazellen und Myofibroblasten sowie der 
Ablagerung von kollagenen Fasern (RAILA 2000) stellen dabei denkbare Zusammenhänge 
dar. In dieser Studie konnte für fast keinen der untersuchten Hypoxiemarker ein statistisch 
signifikanter Unterschied zwischen endometrotischen und nicht-endometrotischen Drüsen 
nachgewiesen werden. Allerdings ließen sich durchaus Tendenzen erkennen, die für eine po-
tenzielle Relevanz sprechen: 
 
Für die HIF-1α-Expression lässt sich sowohl eine leichte Verminderung bei geringgradiger En-
dometrose als auch eine geringfügige Steigerung bei hochgradiger Endometrose im Vergleich 
zu nicht-endometrotischen Drüsen erkennen (s. Abb. 4.37, S. 68). Dies zeigt im Wesentlichen, 
dass es Unterschiede im Stoffwechsel der Drüsenepithelien mit und ohne periglanduläre Fib-
rose gibt. Auffällig war zudem, dass in den endometrotischen Drüsen nicht alle Epithelzellen 
eines Drüsenanschnittes eine Expression von HIF-1α aufwiesen (s. Kap. 9.8.3, Abb. 9.19, 
S. 145) 
Demgegenüber zeigt sich eine statistisch signifikante Expression von GLUT1 in endometroti-
schen Drüsen, unabhängig vom vorliegenden Endometrosegrad (s. Abb. 4.40, S. 70), die sich 
in der Form in keiner anderen untersuchten Probe in nicht-endometrotischen Drüsen erkennen 
lässt (s. Kap. 9.8.3, Abb. 9.22, S. 146). Das spricht durchaus für einen hypoxischen Zustand 
der Epithelzellen endometrotischer Drüsen. 
Für die Expression von VEGF A kann durch den Vergleich der ermittelten IRS-Werte kein 
Unterschied zwischen Drüsen mit und ohne periglanduläre Fibrose nachgewiesen werden 
(s. Abb. 4.43, S. 72). Im direkten Vergleich von endometrotischen und nicht-endometrotischen 
Drüsen innerhalb eines Bioptates lassen sich jedoch Unterschiede im Expressionsverhalten 
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erkennen (s. Kap. 9.8.3, Abb. 9.26, S. 147). Die Darstellung mittels IRS gibt dies allerding nicht 
wieder. 
Im Vergleich dazu zeigt sich für VEGF-R2 (s. Abb. 4.46, S. 74) tatsächlich ein Anstieg der 
Expression durch Drüsenepithelzellen mit periglandulärer Fibrose, der mit zunehmendem En-
dometrosegrad größer wird. Dies spricht ebenfalls für eine Hypoxie der endometrotisch alte-
rierten Drüsen. Insbesondere im direkten Vergleich lässt sich ein deutlicher 
immunhistologischer Unterschied zwischen endometrotischen und nicht-endometrotischen 
Drüsen innerhalb einer Probe erkennen (s. Kap. 9.8.3, Abb. 9.33, S. 149). 
 
Derzeit existieren für die hier ermittelten Ergebnisse keine vergleichbaren Untersuchungen, 
die Unterschiede bei der Expression von Hypoxiemarkern für Drüsen mit und ohne Endomet-
rose untersuchen. Zusammenfassend lässt sich für GLUT1 und VEGF-R2 eine vermehrte Ex-
pression in endometrotischen Drüsen und somit eine manifeste Hypoxie nachweisen. Dies 
unterstützt die bereits angesprochene Hypothese der Verbreiterung der Diffusionsstrecke 
durch die periglanduläre Fibrose von RAILA (2000). In den endometrotischen Drüsen weicht 
das Expressionverhalten überwiegend von dem der Drüsen ohne Endometrose ab. Die equine 
Endometrose ist definiert als eine periglanduläre und/oder stromale Fibrose, wobei sich in 
Folge dieser fibrotischen Veränderungen verschiedene morphologische und funktionelle Kon-
sequenzen sowohl in den Drüsenepithelzellen als auch den Stromazellen in den endometroti-
schen Herden ergeben (SCHOON et al. 1995, 1997). In ihren Untersuchungen zeigt 
LEHMANN (2010) ein verändertes Proteinexpressionsmuster in endometrotischen Drüsen. 
Die hier untersuchten Hypoxiemarker werden in endometrotischen Drüsen ebendfalls anders 
exprimiert als in den gesunden. Dies könnte wiederum einen fertilitätsmindernden Einfluss 
ausüben, da insbesondere im trächtigen Uterus die Hypoxiemarker in der Plazenta nachweis-
bar sind (s. Kap. 5.4, S. 86 ff.). Die anderen untersuchten Zellpopulationen weisen ein ähnli-
ches Expressionsverhalten der untersuchten Marker auf, wie sie auch in Abhängigkeit vom 
Angiosklerosegrad auftreten. Obwohl hier kleinere Gruppen untersucht werden, gleichen die 
an ihnen ermittelten Ergebnisse größtenteils denen der Untersuchungen in Abhängigkeit vom 
Angiosklerosegrad. Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten endometrialer Angiosklero-
sen und der Endometrose wurde schon in mehreren Untersuchungen hergestellt 
(GRÜNINGER 1996, SCHOON et al. 1997, HOFFMANN 2006, SCHILLING 2017). Eine ur-
sächliche Beteiligung von hypoxischen Noxen an der Entstehung sowie dem Fortschreiten der 
Endometrose ist daher möglich. Dass Hypoxie bei der Enstehung von Fibrosen eine Rolle 
spielt, zeigen HIGGINS et al. (2007), indem sie den in vitro beobachteten profibrotischen Effekt 
von HIF-1α auch in vivo in einem Mausmodell für chronische Nierenerkrankungen nachwei-
sen. An primären Tubulusepithelzellkulturen können sie eine epithelial-to-mesenchymal tran-
sition (EMT) erkennen, die in solchen Zellkulturen mit HIF-1α-knock-out ausbleibt. Durch 
genetische Ablation von HIF-1α in Epithelzellen kommt es zu deutlich verminderter Fibrose im 
Unilateralen-Ureter-Obstruktionsmodell. Eine profibrotische Beeinflussung der extrazellulären 
Matrix unter Hypoxie können auch GILKES et al. (2013) in zwei verschiedenen Fibroblasten-
zellkulturen erkennen. Das HIF-1-System wurde außerdem mit Fettgewebs- und Leberfibro-
sen in einen Zusammenhang gebracht (HALBERG et al. 2009, MOON et al. 2009). Auch 
Downstream-Produkte des HIF-1-Weges, wie zum Beispiel VEGF (CORPECHOT et al. 2002), 
scheinen an dieser profibrotischen Wirkung beteiligt zu sein. Aus diesem Grund ist es denkbar, 
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dass die eigenen, auf eine Hypoxie in endometrotischen Drüsen hinweisenden Untersu-
chungsergebnisse, die Annahme einer profibrotischen Wirkung dieses Sauerstoffmangels 
stützen. Wie in den Studien von HIGGINS et al. (2007) gezeigt, könnte durch Hypoxie eine 
EMT getriggert werden. Obwohl zwar viele Moleküle identifiziert wurden, die zur Initiierung 
einer EMT beitragen, bleiben die genauen Auslösemechanismen unklar (KALLURI und 
NEILSON 2003). Eine mögliche EMT im Zusammenhang mit periglandulären Fibrosen im 
equinen Endometrium vermuten auch MINKWITZ et al. (2019) bei ihren Untersuchungen 
durch Nachweis einer Vimentin-Expression in Epithelzellen endometrotischer Drüsen. 
 
5.6 Zyklusabhängige Expression der Hypoxiemarker 
Aufgrund der vergleichsweise geringen Probenanzahl sowie der in einem Bioptat aus dem 
Östrus vorliegenden mittel- bis hochgradigen Angiosklerose sind Rückschlüsse anhand diesen 
Probengutes wahrscheinlich unter Vorbehalt zu sehen. Eine Tendenz lässt sich allerdings 
auch hier erkennen. Wie im Kapitel 4.4.4 (S. 75 ff.) zu erkennen, ist die Expression von dreien 
(HIF-1α, GLUT1 und VEGF A) der vier Marker im Diöstrus, d. h. unter überwiegendem Einfluss 
von Progesteron, variabel stärker als im Vergleich zum Östrus, d. h. unter dominierendem Ein-
fluss von Östrogen). Pogesteron bewirkt im Endometrium eine sauerstoffärmere Umgebung 
als Östrogen, da durch die gesteigerte Durchblutung im Östrus eine bessere Versorgung mit 
Sauerstoff erreicht wird. Das erkennen DAIKOKU et al. (2003) bei Mäusen und SONG et al. 
(2008) bei Schafen. Auch ALLEN et al. (2007) finden im Stutenendometrium für VEGF A eine 
verminderte Expression im Diöstrus. Die hier erkennbaren Tendenzen der IRS-Werte der un-
tersuchten Zellpopulationen bestätigen somit größtenteils den hormonellen Einfluss auf die 
Expression der Hypoxiemarker aus den anderen Studien. Warum demgegenüber VEGF-R2 
als einziger Marker im Östrus vermehrt exprimiert wird, bleibt unklar. 
 
5.7 Fazit 
Ein immunhistologischer Nachweis von ausgewählten Hypoxiemarkern gelingt auch im equi-
nen Endometrium. Dies zeigt in Abhängigkeit von unterschiedlichen Faktoren einen manifes-
ten Sauerstoffmangel in bestimmten endometrialen Zellpopulationen auf. Insbesondere für 
HIF-1α, den zentralen Regulator bei der Anpassung an Sauerstoffmangelzustände, und des-
sen zwei Downstream-Produkte GLUT1 und VEGF A konnten in Abhängigkeit vom Angio-
sklerosegrad quantitativ erfassbare Expressionsunterschiede bei Vorliegen schwerer Angio-
pathien im Endometrium der Stute vorgefunden werden. Neben den luminalen und glandulä-
ren Epithelzellen, als funktionell bedeutende Zellpopulationen im Rahmen der Repro-
duktionsvorgänge (Zyklusgeschehen, Trächtigkeit etc.), lassen sich auch im Bereich der arte-
riellen Blutgefäße, als durch die Angiosklerose funktionell direkt beeinträchtigte Zellpopulatio-
nen, hypoxische Zellen nachweisen. Der theoretisch angenommene Anstieg der Expression 
zeigt sich nicht für alle Hypoxiemarker. Eine Rolle der vier untersuchten Marker im Rahmen 
einer Trächtigkeit lässt sich im Bereich der maternalen und fetalen Plazenta erkennen. Eine 
Hypoxie ist ebenfalls in endometrotischen Drüsen nachweisbar. 
Des Weiteren wird deutlich, dass die untersuchten Marker nicht nur durch das Vorliegen einer 
Angiosklerose beeinflusst werden. Auch funktionelle Zustandsänderungen, beispielsweise im 
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Rahmen des Zyklusgeschehens oder bei Vorliegen einer Trächtigkeit, d. h. hormonelle Ein-
flüsse, scheinen auf die Expression der untersuchten Marker einzuwirken. 
Im Rahmen der durchgeführten Studie wird zudem deutlich, dass für eine gezielte Beurteilung 
bezüglich des Vorliegens einer Hypoxie ein Panel aus mehreren Markern herangezogen wer-
den sollte. Die eigenen Untersuchungen zeigen, dass unterschiedliche Zellpopulationen über 
verschiedene Mechanismen eine Anpassung an hypoxische Situationen erzielen. Deutlich 
wird das beim in großen Mengen exprimierten VEGF A und dessen demgegenüber vergleichs-
weise wenig exprimierten Rezeptor VEGF-R2. Für beide wurde zwar eine hypoxieabhängige 
Regulation nachgewiesen, doch trotz der direkten Ligand-Rezeptor-Beziehung lässt sich kein 
unmittelbarer Zusammenhang in den eigenen Untersuchungen erkennen. 
 
5.8 Weiterführende Untersuchungen 
Der Nachweis von Sauerstoffmangelzuständen im Endometrium gelingt immunhistologisch 
mittels sog. Hypoxiemarker. Da diese durchaus in einem Zusammenhang mit fertilitätsmin-
dernden pathologischen Vorgängen wie Angiosklerosen und periglandulären Fibrosen zu ste-
hen scheinen, könnte in einem nächsten Schritt versucht werden, durch die Darstellung von 
potenziellen Koexpressionen die Interaktionen zwischen den Markern näher zu beleuchten. In 
diesem Zusammenhang könnten auch Cadherine und andere Intermediärfilamente, die einen 
EMT-Phänotyp widerspiegeln, den Zusammenhang von EMT und Hypoxie als deren mögli-
chem Trigger weiter charakterisieren. Eine genauere Untersuchung der Abhängigkeit der Mar-
kerexpression von anderen Faktoren als Sauerstoff könnte möglicherweise zum Verständnis 
der komplexen Wechselwirkungen physiologischer und pathologischer Prozesse im Endomet-
rium beitragen. Insbesondere therapeutische Ansätze für die als irreversibel degenerative Alte-
ration anzusehende Endometrose wäre eine gezielte Hemmung der Hypoxiemarker-
expression zur Vermeidung der profibrotischen Wirkung durch zum Beispiel HIF-1α zu über-
prüfen. Vor allem im Zusammenhang mit Entzündung und Wundheilung entstehen hypoxische 
Situationen. Eine Endometritis als weiterer fertilitätsmindernder Faktor könnte anhand der Ex-
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Einleitung: Ein häufiger Befund in routinemäßig untersuchten Bioptaten equiner Endometrien 
sind degenerative Alterationen der Blutgefäße in Form von Angiosklerosen. Sie stellen die 
Ursache einer endometrialen Minderperfusion dar und bedingen Fruchtbarkeitsstörungen. 
Ziele der Untersuchungen: 
Der Inhalt dieser Arbeit war die Untersuchung equiner Endometriumproben mit graduell vari-
ablen Angiosklerosen. Die Hypothese ist, dass degenerative Gefäßwandveränderungen die 
Ursache für einen hypoxischen Zustand darstellen. Anhand der Expression von so genannten 
Hypoxiemarkern sollte das Vorliegen eines potenziellen Sauerstoffmangels in Folge einer Min-
derperfusion durch degenerative Blutgefäßwandveränderungen überprüft und immunhistolo-
gisch dargestellt werden. Des Weiteren sollten Zusammenhänge zu anderen Einflussfaktoren 
wie zum Beispiel dem Zyklusstand, dem Vorliegen einer Trächtigkeit, dem Alter oder einer 
Endometrose untersucht werden. 
Tiere, Material und Methoden: 
Grundlage für diese Untersuchungen waren vor allem equine Endometriumbioptate aus der 
Routinediagnostik des Instituts für Veterinär-Pathologie. Anhand mittels Pikrosiriusrot gefärb-
ter Bioptate wurden Gruppen ohne Alterationen von maximal 5-jährigen Maidenstuten (n = 10) 
sowie mit ausschließlich graduell variablen Angiosklerosen (jeweils n = 10 mit dezenter, ge-
ringgradiger, gering- bis mittelgradiger, mittelgradiger und mittel- bis hochgradiger sowie n = 8 
mit hochgradiger Angiosklerose) gebildet. Des Weiteren wurden aus dem Sektionsgut des In-
stituts Endometriumproben von tragenden Stuten (n = 6), eine weitere Uterusprobe einer 
trächtig geschlachteten Stute, Bioptate mit gering- bzw. hochgradiger Endometrose in Kombi-
nation mit gering- bzw. hochgradiger Angiosklerose (jeweils n = 6) und Bioptate, die an defi-
nierten Zyklustagen (Östrus, früher bzw. später Diöstrus) entnommen wurden (jeweils n = 2) 
entsprechend graduiert. 
Alle Proben wurden nach erfolgreicher methodischer Etablierung der Antikörper gegen hypo-
xia-inducible factor 1α (HIF-1α), Glucosetransporter 1 (GLUT1), vascular endothelial growth 
factor A (VEGF A) und vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGF-R2) hinsichtlich 
der Expression dieser Hypoxiemarker immunhistologisch untersucht. Für unterschiedliche 
Zellpopulationen (luminales Epithel und Zellen der Drüsenausführungsgänge, oberflächliche, 
mittlere und basale glanduläre Epithelzellen, Stromazellen) und die arteriellen und venösen 
Blutgefäße (jeweils getrennt nach Intima, Media und Adventitia) wurde markerweise der Im-
munreaktive Score (IRS) aus jeweils 10 nebeneinander liegenden Gesichtsfeldern bei 400-
facher Vergrößerung (Zellpopulationen) bzw. jeweils 5 Arterien, Arteriolen, Venen und Venulen 
bestimmt. Die statistische Untersuchung erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS 22 (SPSS 
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Software-GmbH, München). Die Datenvisualisierung wurde mit GraphPad Prism 8 (Graphpad 
Software Inc., San Diego, Kalifornien, USA) durchgeführt. 
Ergebnisse: 
Eine Expression der Hypoxiemarker lässt sich in unterschiedlichen Zellpopulationen darstel-
len. HIF-1α ist in nahezu allen Proben im luminalen Epithel, in den Drüsenepithelzellen und in 
Intima und Media von vor allem arteriellen Gefäßen nachweisbar. Ein nicht signifikanter Trend 
zu einem höheren IRS zeigt sich erst ab mittel- bis hochgradigen Angiosklerosen in den Drü-
senepithelzellen. Demgegenüber lässt sich eine verminderte Expression in der Media von ar-
teriellen Gefäßen erkennen, die für vier Angiosklerose-Gruppen auch statistisch signifikant ist. 
GLUT1 kann vor allem im Bereich des luminalen Epithels und der Zellen der Drüsenausfüh-
rungsgänge sowie vereinzelt auch in Drüsenepithelzellen nachgewiesen werden. Die insge-
samt graduell variable Expression sinkt tendenziell mit steigendem Angiosklerosegrad, 
allerdings nicht statistisch signifikant. VEGF A wird von nahezu allen untersuchten Zellpopu-
lationen sowie Blutgefäßen und in nahezu allen Proben relativ konstant hoch exprimiert. Zu 
einer vermehrten Expression kommt es ab Vorliegen einer mittelgradigen Angiosklerose vor 
allem in den glandulären Epithelzellen, welche bei hochgradiger Angiosklerose auch als sta-
tistisch signifikant anzusehen ist. Eine VEGF-R2-Expression lässt sich ebenfalls vorrangig im 
glandulären und luminalen Epithel erkennen, wenngleich sie sich überwiegend geringgradig 
darstellt. Deutliche Unterschiede lassen sich hier in keiner untersuchten Zellpopulation erken-
nen. 
Im Zusammenhang mit einer Trächtigkeit zeigen sich Unterschiede in der Expression bei 
dreien der vier Marker im Bereich des luminalen Epithels und der Zellen der Drüsenausfüh-
rungsgänge, also der Schicht, die an der Bildung der feto-maternalen Verbindung beteiligt ist. 
Im Vergleich zwischen normalen und endometrotischen Drüsen zeigen sich für alle Marker 
Unterschiede im Expressionsverhalten, die allerdings nicht statistisch signifikant sowie schein-
bar unabhängig vom Angiosklerosegrad sind. Eine deutliche Zyklusabhängigkeit konnte nicht 
nachgewiesen werden. 
Schlussfolgerungen: 
Mittels der durchgeführten Untersuchungen wird deutlich, dass insbesondere schwere Angi-
osklerosen für immunhistologisch darstellbare hypoxische Zustände sorgen. Ferner zeigen die 
eigenen Untersuchungen, dass sich die endometrialen Zellpopulationen hinsichtlich der Ex-
pression der untersuchten Marker unterscheiden. Dabei wird außerdem deutlich, dass es nicht 
zwangsläufig zu dem erwarteten Anstieg der Expression der Hypoxiemarker kommen muss. 
Aus diesem Grund sollte zur Beurteilung des Vorliegens einer Hypoxie eine Untersuchung der 
Expression mehrerer derartiger Marker erfolgen. Ein gänzlicher Ausschluss von anderen Ein-
flussfaktoren als Hypoxie auf die Expression der untersuchten Marker kann im verwendeten 
Studienaufbau nicht erfolgen. Zukünftige Untersuchungen sollten zum einen einen größeren 
Probenumfang (insbesondere bei der Untersuchung anderer Faktoren als Angiosklerose) auf-
weisen sowie zum anderen weitere Hypoxiemarker umfassen. Die untersuchten Marker spie-
len wahrscheinlich eine Rolle bei besonderen physiologischen (z. B. Trächtigkeit) als auch 
pathologischen Prozessen (z. B. Endometrose) im equinen Endometrium und stellen somit 
interessante pharmakologische Targets zur positiven Beeinflussung der Reproduktionsleis-
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Introduction: Degenerative alterations of the blood vessels, especially angiosclerosis, are a 
common finding in equine endometrial biopsies. They are the cause of an insufficient endo-
metrial blood supply and therefore result in fertility problems. 
Objectives: 
The subject of this thesis was the examination of equine endometrial specimens with variable 
degrees of angiosclerosis. The hypothesis is that degenerative changes of the vessel wall are 
the cause of a hypoxic environment. The presence of a potential lack of oxygen as a result of 
hypoperfusion because of degenerative changes in the blood vessels was assessed via im-
munohistochemistry by examining the expression of so-called markers of hypoxia. In addition, 
the possible relationship to other factors such as the stage of the estrous cycle, pregnancy, 
age or endometrosis was considered. 
Animals, material and methods: 
This study is based on equine endometrial biopsies submitted to the diagnostic service of the 
Institute of Veterinary Pathology. By the means of picrosirius red stain, biopsy groups without 
any alterations of maiden mares with a maximum age of 5 years (n = 10) as well as biopsies 
with solely gradually variable angiosclerosis (n = 10 with minimal, mild, mild to moderate, mod-
erate and moderate to severe, as well as n = 8 with severe angiosclerosis, respecively) have 
been established. In addition, specimens of pregnant mares from necropsied (n = 6) and 
slaughtered (n = 1) horses, biopsies with mild and severe endometrosis in combination with 
mild and severe angiosclerosis (n = 6, respectively) and biopsies taken on certain days of the 
estrous cycle (estrous as well as early and late diestrous, n = 2, respectively) have been grad-
uated likewise. 
After their successful methodical establishment, all specimens have been examined immuno-
histochemically via antibodies against hypoxia-inducible factor 1α (HIF-1α), glucose trans-
porter 1 (GLUT1), vascular endothelial growth factor A (VEGF A) and vascular endothelial 
growth factor receptor 2 (VEGF-R2) in regard to the expression of those markers for hypoxia. 
The immunoreactive score (IRS) for each marker has been determined by examining 10 adja-
cent high-power fields (400-fold magnification) for the different endometrial cell populations 
(luminal epithelium and cells of glandular ducts, superficial, mid and basal glandular epithelial 
cells, stromal cells), and 5 arteries, arterioles, veins, and venules, respectively, separated by 
intima, media and adventitia. The statistical analysis has been performed via data analysis 
software SPSS 22 (SPSS Software-GmbH, Munich). The visualisation of data has been done 





Expression of the markers of hypoxia was demonstrated in different cell populations. HIF-1α 
could be detected in almost every specimen in the luminal and glandular epithelia as well as 
in the intima and media of blood vessels. A non significant trend towards increased IRS was 
observed in biopsies with at least moderate to severe angiosclerosis in the endometrial glands. 
In contrast, a diminished expression was identified in the media of arterial vessels, which was 
significant in four of the angiosclerosis groups. GLUT1 was detected in the luminal epithelium 
and the cells of glandular ducts as well as in some glandular epithelial cells. In total the ex-
pression was variable, with a trend towards lower levels in cases with higher degrees of angi-
osclerosis. VEGF A was constantly expressed on relatively high levels by all of the examined 
cell populations and blood vessels in almost all examined biopsies. There was a trend towards 
increased expression in cases with moderate angiosclerosis predominantly in the glandular 
epithelia, reaching statistical significance in endometrial biopsies which are severely altered 
by angiosclerosis. An expression of VEGF-R2 could be seen in glandular and luminal epithelial 
cells. Nevertheless, no distinct differences were evident. 
In endometrial specimens of pregnant mares, expressional differences could be identified for 
three out of the four examined markers, especially in the luminal epithelium and the cells of 
glandular ducts, which are involved in the development of the feto-maternal connection. The 
comparison of normal with endometrotic glands revealed a complex expression pattern of all 
four examined markers which seemed to be independent of the degree of angiosclerosis. A 
distinct difference in dependence of the phase of the estrous cycle could not be detected. 
Conclusions: 
The current study demonstrated that severe angiosclerosis is the cause of an immunohisto-
chemically detectable hypoxic condition. Furthermore, this study showed systematic differ-
ences in the expression of the examined markers for the different endometrial cell populations. 
Notably, the employed markers of hypoxia did not always show the expected increase in par-
allel with increasing grades of angiosclerosis. For that reason, the expression of multiple mark-
ers of hypoxia should be assessed to demonstrate a lack of oxygen in tissue samples using 
immunohistochemistry. The used study design did not allow the complete exclusion of other 
factors influencing the expression of the examined markers. Therefore, future studies should 
contain a larger pool of specimens on the one hand (especially while examining other factors 
than angiosclerosis) and employ a panel of markers of hypoxia. The examined markers seem 
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9.1 Charaktersierung des Tierguts 






















o.b.B. 5 -- 0 Östrus proliferativ Maidenstute 
o.b.B. 5 -- 0 Diöstrus sekretorisch Maidenstute 
o.b.B. 4 -- 0 Östrus proliferativ Maidenstute 
o.b.B. 5 -- 0 k. A. sekretorisch Maidenstute 
o.b.B. 3 -- 0 Östrus proliferativ Maidenstute 
o.b.B. 3 < 1 0 Diöstrus sekretorisch Maidenstute 
o.b.B. 3 -- 0 Östrus sekretorisch Maidenstute 
o.b.B. 5 1 0 Diöstrus sekretorisch Maidenstute 
o.b.B. 4 1 0 k. A. sekretorisch Maidenstute 
o.b.B. 5 2 0 Diöstrus sekretorisch Maidenstute 
dez. 5 k. A. 2 Östrus proliferativ  
dez. 10 k. A. 2 k. A. proliferativ  
dez. 11 2 2 Östrus proliferativ  
dez. k. A. 3 ? k. A. sekretorisch  
dez. 14 2 4 Diöstrus sekr./prol.  
dez. 9 < 1 0 Postöstrus proliferativ Maidenstute 
dez. 5 2 k. A. k. A. sekretorisch  
dez. k. A. 1 1 Östrus proliferativ  
dez. k. A. k. A. k. A. k. A. sekretorisch  
dez. k. A. k. A. k. A. k. A. proliferativ  
ggr. 7 1 1 Östrus proliferativ  
ggr. k. A. k. A. k. A. Östrus proliferativ  
ggr. 11 2 ? Östrus proliferativ  
ggr. 9 < 1 k. A. Östrus prol./sekr.  
ggr. 14 2 4 Postöstrus prol./sekr.  
ggr. 7 < 1 k. A. Östrus sekretorisch  
ggr. 6 2 k. A. Diöstrus sekretorisch  


























ggr. k. A. k. A. k. A. k. A. sekretorisch  
ggr. 18 1 2 Präostrus proliferativ  
ggr. 12 < 1 7 Östrus proliferativ  
ggr.-mgr. 8 k. A. 3 Östrus proliferativ  
ggr.-mgr. 10 k. A. 2 Postöstrus sekretorisch  
ggr.-mgr. 12 < 1 5 Anöstrus sekr./prol.  
ggr.-mgr. 22 k. A. k. A. Anöstrus sekretorisch  
ggr.-mgr. k. A. k. A. k. A. k. A. sekretorisch  
ggr.-mgr. 18 <1 5 Anöstrus sekretorisch  
ggr.-mgr. k. A. k. A. ? k. A. proliferativ  
ggr.-mgr. k. A. k. A. k. A. Östrus proliferativ  
ggr.-mgr. 17 k. A. 7 Präöstrus sekretorisch  
ggr.-mgr. 14 < 1 2 Diöstrus sekretorisch  
mgr. 10 2 ? Anöstrus sekretorisch  
mgr. k. A. k. A. k. A. Diöstrus proliferativ  
mgr. 14 1 > 1 Östrus sekretorisch  
mgr. 9 1 > 1 Diöstrus prol./sekr.  
mgr. 5 1 > 1 Präöstrus proliferativ  
mgr. k. A. k. A. ? k. A. sekretorisch  
mgr. k. A. k. A. k. A. k. A. sekr./prol.  
mgr. k. A. k. A. k. A. k. A. sekretorisch  
mgr. 15 < 1 3 Östrus proliferativ  
mgr. k. A. k. A. k. A. k.A. sekretorisch  
mgr.-hgr. k. A. > 2 k. A. Östrus proliferativ  
mgr.-hgr. k. A. k. A. k. A. k. A. proliferativ  
mgr.-hgr. k. A. k. A. k. A. k. A. sekretorisch  
mgr.-hgr. k. A. k. A. k. A. k. A. proliferativ  
mgr.-hgr. 15 1 k. A. k. A. sekretorisch  
mgr.-hgr. 16 1 7 Diöstrus sekretorisch  
mgr.-hgr. k. A. k. A. k. A. k. A. prol./sekr.  



























mgr.-hgr. k. A. k. A. > 5 Diöstrus sekretorisch  
mgr.-hgr. 10 k. A. k. A. Diöstrus sekretorisch   
mgr.-hgr. 17 1 4 Östrus sekretorisch  
hgr. 16 k. A. k. A. k. A. sekretorisch  
hgr. 16 k. A. k. A. Östrus proliferativ  
hgr. 8 2 > 3 Diöstrus sekretorisch  
hgr. k. A. k. A. ? Präöstrus proliferativ  
hgr. k. A. k. A. ? Östrus sekretorisch  
hgr. k. A. k. A. k. A. k. A. proliferativ  
hgr. 13 1 8 Östrus sekretorisch  
hgr. 8 1 4 Diöstrus sekretorisch Schwergeburt 
ggr. End. 17 2 6 Östrus proliferativ  
ggr. End. 11 1 3 Östrus proliferativ  
ggr. End. 18 k. A. 3 k. A. proliferativ  
ggr. End. 17 k. A. k. A. Diöstrus sekretorisch  
ggr. End. 10 2 1 (Prä-)Östrus proliferativ  
ggr. End. 13 k. A. 4 Diöstrus sekretorisch  
hgr. End. 11 2 4 k. A. proliferativ  
hgr. End. 21 k. A. k. A. Postöstrus proliferativ  
hgr. End. 20 1 11 k. A. sekretorisch  
hgr. End. 23 1 5 k. A. sekretorisch  
hgr. End. 24 1 15 Östrus proliferativ  
hgr. End. 18 2 5 Diöstrus proliferativ  
Legende zu Tab. 9.1:  klin.: klinische; dez.: dezent; ggr.: geringgradig; mgr.: mittelgradig; 
hgr.: hochgradig; End.: Endometrose; k. A.: keine Angabe; ?: unbekannt; prolif.: proliferativ; 
sekr.: sekretorisch 
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Tab. 9.2: Charakterisierung im Rahmen einer Obduktion beprobten tragendenden Stuten 
Angiosklerose Rasse Alter in 
Jahren 
Sektionsbefunde 
geringgradig Pony 10 Hyperlipidämie, Leber- und 
Nierenverfettung 
keine Schweres Warmblut 5 Leukenzephalomalazie 
keine Haflinger 6,5 Myopathie 
geringgradig Englisches Vollblut 22 Enteritis, Trauma 
keine Schweres Warmblut 5 Myopathie 
gering- bis mittelgradig Vollblut 21 intra partum Ruptur der Ar-
teria uterina 
9.2 Bestimmung des endometrialen Zyklusstandes 
Tab. 9.3: Auswahl histomorphologischer Kriterien zur Bestimmung des endometrialen-



















































































Legende zu Tab. 9.3:  ggr.: geringgradig 
Literatur:  KENNEY (1978), KENNEY und DOIG (1986), VAN CAMP (1988), BRUNCKHORST et al. 




9.3 Kriterien zur Beurteilung des Angiosklerosegrades 
Tab. 9.4: Kriterien zur semiquantitativen Beurteilung des Angiosklerosegrades von  
Arterien und Arteriolen 






um die Myozyten 
feine (kaum zu se-
hende) kollagene Fa-
sern 





ggr. verdickte LEI, 
unregelmäßiger, 
aber parallel zum Lu-
men 




ggr. Zubildung kollagener 
Fasern u./o. unregelmäßig 
angeordnete elastische Fa-
sern bei noch konzentri-
scher Schichtung 
mittelgradig 





mgr. (>30 %) Zubil-
dung kollagener u./o. 
elastischer Fasern 
mgr. Zubildung kollagener 
Fasern u./o. unregelmäßig 
angeordnete elastische Fa-





serte LEI (nicht mehr 
von elastischen Fa-
sern der Media zu 
unterscheiden) 
hgr. (>60 %) Zubil-






rierter kollagener u./o. elas-
tischer Fasern bei völligem 
Verlust der konzentrischen 
Schichtung 
Legende zu Tab. 9.4:  LEI: Lamina elastica interna; ggr.: geringgradig; 
 mgr.: mittelgradig; hgr.: hochgradig 
 
Tab. 9.5: Kriterien zur semiquantitativen Beurteilung des 
Angiosklerosegrades von Venen und Venulen 
Grad Gefäßwand 
unverändert keine Faserzubildung 
geringgradig ggr. (<30 %) Zubildung kollagener u./o. elastischer Fasern 
mittelgradig mgr. (>30 %) Zubildung kollagener u./o. elastischer Fasern 
hochgradig hgr. (>60 %) Zubildung kollagener u./o. elastischer Fasern 





Tab. 9.6: Kriterien zur Ableitung einer Gesamtdiagnose hinsichtlich des Angiosklerosegrades 
Grad Kriterien 
o.b.B. entspricht den Gefäßen junger Maidenstuten 
dezent einzelne Gefäße (30 bis 50 %) ggr. verändert 
geringgradig 
überwiegender Anteil der Gefäße (> 50 %) ggr. verändert 
ODER wenige Lokalisationen mgr. verändert 
gering- bis mittelgradig zu etwa gleichen Anteilen ggr. und mgr. veränderte Gefäße 
mittelgradig überwiegender Anteil der Gefäße (> 50 %) mgr. verändert 
mittel- bis hochgradig zu etwa gleichen Anteilen mgr. und hgr. veränderte Gefäße 
hochgradig 
überwiegender Anteil der Gefäße (> 50 %) hgr. verändert 
ODER destruierende Veränderungen 
Legende zu Tab. 9.6: ggr.: geringgradig; mgr.: mittelgradig; hgr.: hochgradig 
 
9.4 Pikrosiriusrot-Färbung nach Constantine (CONSTANTINE 1969), 
modifiziert nach Grüninger (GRÜNINGER 1996) 
9.4.1 Verfahrensschritte: 
1. Entparaffinieren und Rehydrieren der Schnitte 
2. Waschen in fließendem Leitungswasser (10 min) 
3. kurzes Eintauchen der Schnitte in 3%ige Essigsäure (10 ×) 
4. Färben in 1 % Alzianblau-Lösung (30 min) 
5. Waschen in fließendem Leitungswasser (3 min) 
6. Eintauchen in 70%igem Ethanol (10 × kurz) 
7. Färben in Aldehyd-Fuchsin-Lösung (45 min) 
8. kurzes Eintauchen in 70 % Ethanol (je 3 × in 3 Portionen Ethanol) 
9. Waschen in fließendem Leitungswasser (3 min)  
10. Färben in Weigert-Eisen-Hämatoxylin-Lösung (10 min) 
11. Waschen in fließendem Leitungswasser (3 min) 
12. Färben in 0,1 % Pikrosiriusrot-Lösung (30 min)  
13. Waschen in 0,01 % Salzsäure  
14. Entwässern (je 2 Portionen 96 % und 100 % Ethanol und Xylol) und Eindecken 
 
9.4.2 benötigte Reagenzien: 
1 % Siriusrot-Lösung: 
1,25 g Siriusrot F3B 150 (Farbenabteilung der Bayer-AG, Leverkusen) in 100 ml Aqua dest. 
lösen 
0,1 % Pikrosiriusrot-Lösung: 
10 ml 1 % Siriusrot-Lösung mit 90 ml wässriger, kalt gesättigter Pikrinsäure-Lösung vermi-
schen, einige Pikrinsäurekristalle hinzugeben (sollte nach jeder Anwendung wiederholt wer-






Aldehydfuchsin-Lösung nach GOMORI (1950): 
2,5 g Pararosanilin in 500 ml 70 % Ethanol vollständig lösen, anschließend mit 5 ml konzen-
trierter Salzsäure und 25 ml Paraldehyd vermischen, mindestens 24 Stunden bei Raumtem-
peratur reifen lassen und anschließend kühl lagern 
 
Weigert-Eisen-Hämatoxylin-Lösung (RIEDELSHEIMER und BÜCHL-ZIMMERMANN 2015): 
Lösung A (1 % alkoholische Hämatoxylin-Lösung) und Lösung B (4 ml wässrige 29 % Ei-
sen(III)-chlorid-Lösung, 95 ml Aqua dest., 1 ml konzentrierte, rauchende Salzsäure) kurz vor 
dem Gebrauch im Verhältnis 1:1 mischen 
 
1 % Alzianblau-Lösung, pH 2,5: 
1 g Alzianblau 8 GX in 100 ml 3 % Essigsäure lösen, ein Kristall Thymol zur Verbesserung der 
Haltbarkeit zugeben, 24 Stunden reifen lassen) 
 
9.5 Immunhistologische Untersuchungen 
9.5.1 verwendete Primärantikörper 
Tab. 9.7: Übersicht über die verwendeten Primärantikörper, deren Verdünnung, Bezugsquelle 
und Expressionsmuster 































































Legende zu Tab. 9.7: mk… monoklonal; pk… polyklonal 
 
9.5.2 verwendete Positivkontrollen 
Tab. 9.8: Als Positivkontrollen mitgeführte Gewebe des Pferdes für die 
immunhistologische Untersuchung 
Antigen Positivkontrolle 
Hypoxia-inducible Factor 1α Herzmuskel, Niere (initial: mit CoCl2 be-
handelte Zellen aus Zellkultur endometria-
ler Epithel-/Stromazellen - s. Kap. 3.8, S. 
32 f.) 
Glucosetransporter 1 Gehirn (Endothel), peripherer Nerv (peri-
neurales Gewebe) 
Vascular Endothelial Growth 
Factor A 
Hämangiosarkom, Granulationsgewebe 
Vascular Endothelial Growth 
Factor Receptor 2 
Hämangiosarkom, Granulationsgewebe 
Carbonic Anhydrase IX nicht vorhanden 
Inducible Nitric Oxide Synthase nicht vorhanden 
Anmerkung zu Tab. 9.8: Verdünnungen der verwendeten Primärantikörper s. Tab. 9.7, S. 123 f. 
 
9.5.3 Verfahrensschritte der immunhistologischen Untersuchungen 
9.5.3.1 Vorbehandlung 
1. Aufziehen von 3-4 µm dicken Schnitten auf Super-Frost Plus Objektträger (041300, Fa. 
Menzel-Gläser, Braunschweig)  
30 min Trocknen bei Raumtemperatur vor einem Ventilator 
Lagerung über Nacht im Wärmeschrank bei 37 °C  
 
2. Entparaffinierung und Rehydierung 
10 min Xylol  
3 min Xylol 
2 × je 3 min Isopropanol  
3 min 96 % Alkohol  
3. Inaktivierung der endogenen Peroxidase 
30 min in Methanol mit frisch zugesetztem 0,5 % H2O2 bei Raumtemperatur (Perhydrol 30 % 
H2O2 p. a., 107210, Fa. Merck, Darmstadt)  
 




9.5.3.2 Besondere Verfahren 
Vor dem Aufbringen der Objektträger auf Coverplates® wurde zunächst zum Nachweis von 




1. 0,1 M Zitratpuffer pH 6,0 auf 96 °C vorwärmen  
2. 25 min Inkubation der Schnitte in 96 °C heißem Zitratpuffer  
3. 20 min bei Zimmertemperatur abkühlen lassen 
4. Spülen in TBS  
 
9.5.3.3 Antigennachweis mittels monoklonaler Antikörper nach PAP-Methode 
1. Wechseln der Schnitte aus der Küvette in Coverplates® (721100013, Fa. Life 
Science Int. GmbH, Frankfurt/Main) 
2. Einbringen von je 100 μl des in 1 % BSA (Bovines Serumalbumin, 3895, Fa. 
Boehringer, Mannheim) in TBS verdünnten Primärantikörpers (bzw. des Kontrollserums) in die 
Coverplates® 
3. Inkubation über Nacht bei 4 °C 
4. Spülen durch Einbringen von 2 ml TBS je Coverplate® 
5. Einbringen von je 100 μl Ratte-anti-Maus IgG 1:100 in 1 % BSA in TBS je Coverplate® 
6. 30 min Inkubation bei Raumtemperatur 
7. Spülen durch Einbringen von 2 ml TBS je Coverplate® 
8. Einbringen von je 100 μl Maus-PAP 1:500 in 1 % BSA in TBS je Coverplate® 
9. 30 min Inkubation bei Raumtemperatur mit 100 μl Maus-PAP (1:5000 in 1 % 
BSA in TBS) je Coverplate® 
10. Spülen durch Einbringen von je 2 ml TBS je Coverplate® und weiter mit Abschnitt 9.5.3.6 
 
9.5.3.4 Antigennachweis mittels polyklonaler Antikörper nach PAP-Methode 
1. Wechseln der Schnitte aus der Küvette in Coverplates® (721100013, Fa. Life 
Science Int. GmbH, Frankfurt/Main) 
2. Blocken der unspezifischen Bindungen mit 1:2 Schweineserum in TBS 
3. 10 min Inkubation bei Raumtemperatur 
4. Einbringen von je 100 μl des in 20 % Schweineserum in TBS verdünnten Primärantikörpers 
in die Coverplates® 
5. Inkubation über Nacht bei 4 °C 
6. Spülen durch Einbringen von 2 ml TBS je Coverplate® 
7. Einbringen von je 100 μl Schwein anti-Kaninchen IgG 1:100 in 20 % Schweineserum in TBS 
je Coverplate® 
8. 30 min Inkubation bei Raumtemperatur 
9. Spülen durch Einbringen von 2 ml TBS je Coverplate® 




11. 30 min Inkubation bei Raumtemperatur 
12. Spülen durch Einbringen von je 2 ml TBS je Coverplate® und weiter mit Abschnitt 9.5.3.6 
 
9.5.3.5 Antigennachweis mittels monoklonaler Antikörper in einem Zwei-Schritt-De-
tektionssystem (EnVision™) 
Durchführung im Fall von HIF-1α 
1. Wechseln der Schnitte aus der Küvette in Coverplates® (721100013, Fa. Life 
Science Int. GmbH, Frankfurt/Main) 
2. Einbringen von je 100 μl des in 1 % BSA (3895, Fa. Boehringer, Mannheim) in 
TBS verdünnten Primärantikörpers (bzw. des Kontrollserums) in die Coverplates® 
3. Inkubation über Nacht bei 4 °C 
4. Einbringen von 100 μl unverdünnten EnVision™-Ziege anti-Kaninchen Substrat 
(K4063, Fa. DAKO GmbH, Hamburg) 
5. 30 min Inkubation bei Raumtemperatur 
6. Spülen durch Einbringen von 2 ml TBS je Coverplate® und weiter mit Abschnitt 9.5.3.6 
 
9.5.3.6 Standard zur Nachbehandlung 
1. Wechseln der Schnitte aus den Coverplates® in eine Küvette 
2. 10 min Inkubation der Schnitte unter ständigem Rühren (Magnetrührer) in 
3,3′-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB, Fa. Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu Ulm) mit 
0,01 % H2O2 (30 %) 0,1 M Imidazolpuffer (pH 7,1) bei Raumtemperatur 
3. 3 × je 5 min Waschen in TBS bei Raumtemperatur 
4. 5 min Waschen in Aqua dest. bei Raumtemperatur 
5. 10 s Gegenfärbung mit PAPANICOLAOUs Lösung und 10 min Bläuen in Leitungswasser 
6. Je 3 min Entwässern in der aufsteigenden Alkoholreihe 
7. 10 min Xylol 
8. Eindecken der Objektträger mittels Eindeckautomat Tissue Tek (Fa. Vogel 
GmbH und Co. KG, Gießen) 
 
9.5.3.7 Verwendete Antikörper und Seren 
Die verwendeten Primärantikörper und entsprechende diesbezügliche Angaben sind in Tab. 
9.7 (S. 123 f.) aufgeführt. 
Schweineserum 
Das von Schlachtschweinen stammende Serum wurde sterilfiltriert, zur Konservierung mit 0,05 
% Merthiolat versetzt und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. 
Sekundäre Antikörper 
Als Sekundärantikörper für monoklonale Primärantikörper nach der PAP-Methode 
wurde 1:100 in 1 % BSA in TBS verdünntes Ratte-anti-Maus-IgG (415005100, Fa. 
Dianova Diagnostika GmbH, Hamburg) eingesetzt. 
Als Sekundärantikörper für polyklonale Primärantikörper nach der PAP-Methode 
wurde 1:100 in 20 % Schweineserum in TBS verdünntes Schweine anti- 




Als PAP-Komplex für die monoklonalen Primärantikörper diente eine 1:500 in 1 % 
BSA in TBS verdünnte Maus-PAP (223005025, Fa. Dianova Diagnostika GmbH, Hamburg). 
Als PAP-Komplex für die polyklonalen Primärantikörper wurde eine 1:100 in 20 % 
Schweineserum in TBS verdünnte Kaninchen-PAP (ZO113, Fa. DAKO, Hamburg) verwendet. 
 
Kontrollseren 
Als Kontrollserum (Negativkontrolle) für die monoklonalen Antikörper wurde ein mono- 
klonaler Antikörper gegen das Oberflächenantigen von Hühner-Bursa-Lymphozyten 
(HIRSCHBERGER 1987) verwendet. 
Als Negativkontrolle für die polyklonalen Antikörper wurden die Schnitte jeweils parallel mit 
normalem Kaninchenserum (X0902, Fa. DAKO, Hamburg) inkubiert. 
 
9.5.3.8 Verwendete Lösungen und Puffer 
Tris-buffered saline (TBS, pH 7,6) 
Stammlösung: 
60,57 g Tris (hydroxymethyl)-aminomethan (48552, Fa. Roth GmbH und Co KG, 
Karlsruhe) 
610 ml Aqua dest. 
390 ml HCl 1 N (109970, Fa. Merck, Darmstadt) 
Gebrauchslösung: 
100 ml Stammlösung 
900 ml 0,8 % NaCl (106400, Fa. Merck, Darmstadt) in Aqua dest. 
 
Phosphate-buffered saline (PBS, pH 7,2, 300 mOsm) 
Stammlösung: 
42 g NaCl krist. (106400, Fa. Merck, Darmstadt) 
9,26 g Na2HPO4 × 2H2O p. a. (106580, Fa. Merck, Darmstadt) 
2,15 g K2HPO4 (105104, Fa. Merck, Darmstadt) 
ad 100 ml Aqua bidest. 
Gebrauchslösung: 
Verdünnung der Stammlösung 1:5 in Aqua bidest. 
 
Zitratpuffer (10 mM, pH 6,0) 
Stammlösung A (0,1 M Zitronensäure): 
21,01 g Zitronensäure (C6H8O7 × H2O, 100247, Fa. Merck, Darmstadt) 
1000 ml Aqua dest. 
 
Stammlösung B (0,1 M Natriumcitrat): 
29,41 g Natriumcitrat (C6H5O7Na3 × H2O, 106448, Fa. Merck, Darmstadt) 






9 ml Stammlösung A und 41 ml Stammlösung B mit 450 ml Aqua dest. auf 500 ml auffüllen 
und mischen (Magnetrührer). 
 
Imidazol/HCl-Puffer 0,1 M (pH 7,1) 
6,81 g Imidazol (104716, Fa. Merck, Darmstadt) 
ad 1000 ml Aqua dest. 
500 ml 0,1 M HCl (109057, Fa. Merck, Darmstadt) 
 
Diaminobenzidintetrahydrochlorid-Lösung (DAB) 
100 mg DAB purum p. a. (32750, Fa. Fluka Feinchemikalien, Neu Ulm) in 200 ml 
0,1 M Imidazol/HCl-Puffer (pH 7,1) lösen und mischen (Magnetrührer). 




PAPANICOLAOUs Lösung (109254, Fa. Merck, Darmstadt) und Aqua dest. im Verhältnis 1:20 
mischen und filtrieren 
 
Merthiolat-Gebrauchslösung 
10 g Ethylenmercurithiosalicylat-Natrium (Merthiolat) (T 5125, Fa. Sigma- Aldrich 
Chemie GmbH, München) 
100 ml 0,8 % NaCl (106400, Fa. Merck, Darmstad) 
 
9.6 Durchführung der Western-Blot-Analyse 
9.6.1 Proteinextraktion 
1. tiefgefrorenes Gewebe (etwa erbsengroß) unter ständigem Nachgießen von flüssigem 
Stickstoff und unter ständigem Arbeiten auf Eis in Styroporbehälter mit vorgekühltem Mörser 
und Pistill zu feinem Pulver zermahlen; eventuell zunächst mit Skalpell Zerkleinern des Gewe-
bes  
2. Überführen des pulverisierten Gewebes in ein Eppendorfgefäß (2 ml) und Zugabe von 1000 
µl fertigem Homogenisationspuffer (Zugabe von PMSF und Proteaseinhibitor-Mix im Verhält-
nis 1:100) und anschließend kurz vortexen (MS1 Minishaker, Fa. IKA, Staufen) 
3. Homogenisieren des Gewebes im Eppendorfgefäß mittels Dispergierer (T10 basic ULTRA-
TURRAX®, Fa. IKA, Staufen) bis große Stücke zerkleinert sind und homogene Masse ent-
standen ist 
4. Zentrifugieren bei 13000 rpm und 4 °C (2 × 15 min) (Centrifuge 5415 R, Fa. Eppendorf AG, 
Hamburg) 
5. Überführen des Überstandes in ein neues Eppendorfgefäß, erneut zentrifugieren (s. 4.) 
6. Überführen des Überstandes in ein neues Eppendorfgefäß und Proteinbestimmung nach 




9.6.2 Photometrische Proteinbestimmung nach BRADFORD (1976) 
1. Herstellen Protein-Standard 
- Herstellen einer Verdünnungsreihe aus einer albuminhaltigen Lösung bekannter Konzentra-
tion (Pierce™ Albumin-Standard, Quelle: Bovines Serum-Albumin, 2 mg/ml, 23209, Thermo 
Fisher Scientific GmbH, Schwerte), s. Tab. 9.9 







A 0 STL 300 2000 
B 125 STL 375 1500 
C 325 STL 325 1000 
D 175 B 175 750 
E 325 C 325 500 
F 325 E 325 250 
G 325 F 325 125 
H 400 G 100 25 
I (=blank) 400 - 0 0 
Legende zu Tab. 9.9:  STL: Standardlösung; 
        BSA: Bovines Serum-Albumin 
 
2. Herstellen des Bradfordgemisches 
- Coomassie-Lösung (Pierce™ Coomassie Plus Assay Reagent, 23238, Fa. Thermo Fisher 
Scientific GmbH, Schwerte) in benötigter Menge auf Raumtemperatur vorwärmen 
- zu untersuchende Proben verdünnen, beispielweise zwei Verdünnungen (von 1:5 bis 1:100) 
- Mischen und Equilibrieren: 50 µl Standard/Probe pro Tube einfüllen, Zugabe von 1500 µl 
Coomassie-Reagenz, gut vortexen, 10 min stehen lassen 
3. Einstellung des Photometers mit Protein-Standard (Kalibrierung) 
- Methode „Bradford“ wählen 
- Photometer (BioPhotometer Model #6131, Fa. Eppendorf AG, Hamburg) mit Protein-Stan-
dard beginnend mit Tube ohne Protein (enthält nur Aqua dest. und Coomassie-Reagenz) 
„blank“ drücken 
- komplette Reihe tubeweise bis zur Endkonzentration (enthält 2 mg/ml, siehe oben) mittels 
Druck auf „standard“ durchmessen; jeweils Anzeige Proteinmenge und Extinktion am Gerät 
4. (verdünnte) Proben messen 
- Probentube mittels Auswahl von „sample“ messen 
- Multiplikation mit jeweiliger Verdünnung um genaue Angabe der Proteinmenge zu erhalten 





9.6.3 Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
9.6.3.1 Gelherstellung 
Trenngel: Rezeptur für jeweils vier Gele 
Reagenz Volumen Temperatur 
Unterer Puffer 
(pH 8,8) 




7,5 ml 12,5 ml 15 ml 4 °C 
Aqua dest. 14,9 ml 9,9 ml 7,4 ml RT 
10 % APS 90 µl 90 µl 90 µl 4 °C 
TEMED 20 µl 20 µl 20 µl RT 
Ergebnis 7,5 % Gel 12,5 % Gel 15 % Gel  
RT: Raumtemperatur; 
APS: Ammoniumperoxodisulfat; 
TEMED: N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin, 1,2-Bis(dimethylamino)-ethan 
 
Sammelgel: Rezeptur für vier Gele 
Reagenz Volumen Temperatur 




1,3 ml 4 °C 
Aqua dest. 6,1 ml RT 
10 % SDS 0,1 ml RT 
10 % APS 50 µl 4 °C 




TEMED: N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin, 1,2-Bis(dimethylamino)-ethan 
 
9.6.3.2 Durchführung der Gelelektrophorese: 
- Thermomixer (Thermomixer comfort, Fa. Eppendorf AG, Hamburg) auf 95 °C vorheizen 
- für die Auftrennung Proben in einer Proteinkonzentration von max. 1 µg/µl verwenden, Probe 
entsprechend des nach Bradford bestimmten Proteingehaltes mit Aqua dest. verdünnen und 
mit 5 µl Probenpuffer versetzen 
 
Probenvorbereitung: 
- Proben (Menge für max. 30 µl) mit Probenpuffer verdünnen (zur Proteindenaturierung) 
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1. Kämme vorsichtig entfernen; Gel mit Aqua dest. spülen 
2. Platten ausspannen und in Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Fa. BioRad, 
München) einbauen  
3. Laufpuffer in Elektrophoresekammer einfüllen 
4. Befüllen der Geltaschen: 5 µl Marker (Full-range Amersham™ Rainbow™ Marker, Fa. GE 
Healthcare, ehemals Amersham Bioscience, München oder Roti®-Mark WESTERN Set, Fa. 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) in erste oder letzte Geltasche pipettieren; Proben ein-
füllen 
7. Restlichen Laufpuffer einfüllen (wenn Kammer dicht ist bis zur Hälfte, ansonsten Kammer 
vollständig füllen), dabei Verwirbelungen vermeiden 
8. Kammer schließen  
9. Spannung anlegen (90-100 V für 15-20 min) bis Proteine vollständig ins Trenngel wandern 
10. Spannung auf 130-150 V erhöhen, Trenngeldurchlauf 45-60 min, Kontrolle der Lauffront 
 
9.6.4 Western Blot 
Vorbereitung: 
- dickes Filterpapier (Gel Blotting Papier 460x570 mm, Fa. Schleicher und Schuell 
Bioscience GmbH, Dassel) auf Größe der äußeren Platte bzw. der Gele zuschneiden 
- Nitrozellulosemembran (Fa. Bio-Rad, München) zuschneiden und beschriften 
- Ponceaurot-Lösung bei Raumtemperatur lagern  
 
1. Filterpapier und Membran in Transferpuffer einweichen  
2. zwei Blatt Filterpapier in Blotgerät (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, Fa. Bio-Rad, 
München) und Membran in Gelgröße darauflegen – Luftblasen ausstreichen  
3. Elektrophoreseplatten aus Kammer nehmen, öffnen, kleine Platte abmontieren 
4. Sammelgel mit Plastikschieber entfernen und Trenngel mit feuchten Handschuhen vor-
sichtig abheben, auf die Membran im Blot legen und glattstreichen 
5. mit zwei Blatt Filterpapier bedecken, Luftblasen ausstreichen 
6. Blotkammer schließen und bei 15 V 45-60 min blotten 
 
anschließend: 
- Marker: Leiter auf Membran markieren mit Whatman® Pen (Fa. GE Healthcare, ehemals 
Amersham Bioscience, München) 
- Nitrozellulosemembran mit Ponceaurot-Lösung ca. 1 min färben, Kontrolle der Proteinauf-
trennung (ggf. dokumentieren) 





1. Blocken unspezifischer Bindungsstellen: 
- Nitrozellulosemembran in Petrischale mit Blockierungslösung (Milchpulver 5 % in Waschpuf-
fer) 1 h auf Schüttler stellen bei Raumtemperatur (oder über Nacht bei 4 °C) 
- Milchlösung abgießen und mit Waschpuffer spülen (2 × in Petrischale schwenken) 
 
2. Inkubation mit Primär- und Sekundärantikörper 
Primär- und Sekundärantikörper werden immer in der gleichen Blockierungslösung angesetzt 
(d. h. wie unter „Blocken unspezifischer Bindungsstellen“ beschrieben mit Milchpulver) 
 
Primär-Antikörper 
- mit Blockierungspuffer (2,5 % Milchpulver in Waschpuffer) verdünnen 
- 12 ml Puffer in ein Röhrchen (pro Membran ein Röhrchen) 
- bei Western Blot ca. 10-fach höhere Verdünnung im Vergleich zur Immunhistologie 
 
- 3 h bei Raumtemperatur oder über Nacht (wenn möglich bei 4 °C) auf Schüttler (Unimax 
1010, Fa. Heidolph Instruments GmbH & CO. KG, Schwabach) 
- Blot 6 × 10 min waschen bei Raumtemperatur auf Schüttler 
 
Sekundär-Antikörper: 
- Peroxidase-konjugierten Sekundär-Antikörper (abhängig von Klonalität des Primär-Antikör-
pers: mononklonal anti-mouse, polyklonal anti-rabbit) mit Blockierungspuffer 1:6000 verdün-
nen (2 µl Sekundär-Antikörper in 12 ml Blockierungspuffer) 
- 1 h bei Raumtemperatur auf Schüttler inkubieren 
- Blot 6 × 10 min waschen 
 
3. Substratreaktion mit Amersham ECL™ Select Western Blotting Detection Reagent (Fa. GE 
Healthcare, ehemals Amersham Bioscience, München) 
- 4 ml Lösung 1 in ein Röhrchen und 4 ml Lösung 2 in ein Röhrchen geben, im Dunkeln (Ho-
sentasche) anwärmen; 20 min vor Gebrauch ansetzen und erst zur Anwendung in ein Schäl-
chen zusammengeben 
- Membran ca. 1 min inkubieren  




9.6.6 Verwendete Reagenzien 
Homogenisierungspuffer 
1 ml Tris-HCl 
0,1 ml 0,5M EDTA 
0,01 g MgCl2 
0,01 ml Triton® X 100 
ad 50 ml Aqua dest. 
 
Laufpuffer 
3 g Tris 
14,4 g Glycin 
10 ml 10% SDS 
ad 1000 ml Aqua dest. 
 
Probenpuffer/SDS-Ladepuffer (4-fach) 
0,28 ml Mercaptoethanol 
4 ml Glycerol 
3,2 ml Upper buffer 
1 ml 10% SDS 
1,5 ml Aqua dest. 
1 Spatel Bromphenolblau 
 
Lower buffer (pH 8,8 mit HCl einstellen) 
90,85 g Tris 1,5 M 
20 ml 10 % SDS 
ad 500 ml Aqua dest. 
 
Upper buffer (pH 6,8 mit HCl einstellen) 
60,05 g Tris 0,5 M 
20 ml 10% SDS 
ad 1000 ml Aqua dest. 
 
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) 
Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Kat.-Nr.: 3029.2 
wässrige 30 % Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammlösung im Verhältnis 37,5:1 
 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 
Fa. Merck (Sigma-Aldrich), Darmstadt 
Kat.-Nr. A3678 




N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin, 1,2-Bis(dimethylamino)-ethan (TEMED) 
Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Kat.-Nr. 2367.3 
≥99 %, p. a. 
 
SDS ultra pure 
Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Kat.-Nr. 2326.4 
≥99 %; anionisches Detergens Natriumdodecylsulfat 
 
Ponceaurot-Lösung 
0,1 g Ponceaurot S (Fa. Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Kat.-Nr. 5938.2) 
100 ml 5 % Essigsäure 
 
Waschpuffer 
100 ml Tris-HCl 10x 
3 ml Tween® 20 
0,5 ml Triton® X 100 
ad 1000 ml Aqua dest. 
 
Tris-HCl 10x (pH 8,0 mit HCl einstellen) 
60,5 g Tris-HCl 0,5 M 
87,6 g NaCl (106400, Fa. Merck, Darmstadt) 
ad 1000 ml Aqua dest. 
 
Blockierungspuffer 
2,5 g bzw. 5 g Milchpulver (für 2,5 % bzw. 5 %) 
100 ml Waschpuffer 
 
Milchpulver 




Fa. Merck (Sigma-Aldrich), Darmstadt 
Kat.-Nr. P7626 
≥ 98.5 % (GC) 
 
Proteaseinhibitor-Mix  






Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2 × 6H2O) 
Fa. Merck (Sigma-Aldrich), Darmstadt 
Kat.-Nr. M9272 
ACS reagent, 99.0-102.0 % 
 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 




Triton® X 100 
Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Kat.-Nr 3051.2 
reinst, nichtionisches Detergens 
 
Tween® 20 





Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Kat.-Nr 5429.3 
PUFFERAN® ≥ 99,9 %, Ultra Qualität 
 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid (Tris-HCl) 
Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Kat.-Nr 9090.1 
PUFFERAN® ≥ 99 %, p. a. 
 
2-Mercaptoethanol 
Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Kat.-Nr 4227.1 
≥ 99 %, p. a., reduzierendes Reagenz 
 
Glycerin (Glycerol, 1,2,3-Propantriol) 
Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Kat.-Nr 3783.1 
ROTIPURAN® ≥ 99,5 %, p. a., wasserfrei 
 
Glycin (Glycerol, 1,2,3-Propantriol) 
Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Kat.-Nr 3908.2 
PUFFERAN® ≥ 99 %, p. a. 
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Roti®-Mark WESTERN Set 
Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Kat.-Nr 0947.1 
enthält: Roti®-Mark WESTERN Marker (Kat.-Nr. 0948.1), Roti®-Mark WESTERN HRP-
Konjugat, anti-WESTERN Marker Antikörper (Kaninchen) (Kat.- Nr. 0949.1) 
 
Full-range Amersham™ Rainbow™ Marker 
Fa. GE Healthcare, ehemals Amersham Bioscience, München 
Kat.-Nr RPN 800E 
 
Bromphenolblau-Natriumsalz 
Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Kat.-Nr A512.1 




















für monoklonale Primärantikörper: 
Peroxidase labelled anti-mouse IgG (H+L) 
Fa. Vector Laboratories 
Kat.-Nr. PI-2000 
für polyklonale Primärantikörper: 
Peroxidase labelled anti-rabbit IgG (H+L) 
Fa. Vector Laboratories 
Kat.-Nr. PI-1000 
 
9.7 Induktion von Hypoxie mittels CoCl2 in der Zellkultur 
9.7.1 Verfahrensschritte 
Cobalt(II)-chlorid-Hexahydrat (CoCl2 × 6H2O, MR=237,9) dient als chemisches Hypoxiemime-
tikum zur Induktion des Hypoxie-induzierbaren Faktors 1 (PIRET et al. 2002). Durch Auflösen 
in Wasser (100 mg/ml) entsteht eine klare, rote Lösung. 




2. Verwenden von CoCl2 in einer Konzentration von 100 μM im regulären Nährmedium 
um Hypoxie zu induzieren 
3. Zugabe des CoCl2-haltigen Nährmediums zu den Zellen mit anschließender Inkubation 
für 24 h im konventionellen Brutschrank (37 °C; 5 % CO2) (Begasungsbrutschrank 
BB16; Fa. Heraeus Instruments, Hanau) 
 
Die oben genannte Konzentration von 100 µM CoCl2 im Nährmedium funktioniert für die von 
WU und YOTNDA (2011) verwendeten Zelllinien. Für equine endometriale Zellkulturen liegen 
hinsichtlich optimaler Reaktionsbedingungen keine Erfahrungen vor. Daher wurden für den 
Versuchsaufbau Konzentrationen von 50 µM, 100 µM und 200 µM CoCl2-Gebrauchslösung 
verwendet. 
9.7.2 Verwendete Reagenzien 
CoCl2-Stammlösung (25 mM) 
59,48 mg Cobalt(II)-chlorid-Hexahydrat [C8661, Fa. Merck (Sigma-Aldrich), Darmstadt] 
10 ml Aqua bidest. 
 
CoCl2-Gebrauchslösung 
50 µM:  20 µl CoCl2-Stammlösung ad 10 ml Aqua bidest. 
100 µM  40 µl CoCl2-Stammlösung ad 10 ml Aqua bidest. 
200 µM  80 µl CoCl2-Stammlösung ad 10 ml Aqua bidest. 
 
Nährmedium “MFBS+A” 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) und Ham’s F-12 (1:1) 
1 % Antibiotikum 
0,275 % Antimykotikum 
2,5 % Fetales Kälberserum (FKS) 
1 % HEPES-Puffer 
1 % ITS 
0,5 μg/ml Hydrokortison 
8 ng/ml EGF 
 
Human EGF 
Biochrom AG, Berlin 
Kat.-Nr. 103066 
Human Epidermal Growth Factor, rekombinant, Quelle: E. coli, Aktivität: ≥ 1×107 units/mg 
 
Hydrokortison 






DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) 
Biochrom GmbH, Berlin 
Kat.-Nr. FG 0445 
mit 3,7 g/l NaHCO3, mit 4,5 g/l D-Glukose 
 
Ham's F-12 
Biochrom GmbH, Berlin 
Kat.-Nr. F 0815 
mit 1,176 g/l NaHCO3, mit 10 mg/l Phenolrot, ohne L-Glutamin 
 
ITS Liquid Media Supplement (100×) 
Fa. Merck, Darmstadt 
Kat.-Nr. I3146 
in Earle′s Balanced Salt Solution (EBSS) ohne Phenolrot enthalten: 
Insulin: 1 mg/ml 
Transferrin: 0,55 mg/ml 
Natriumselenit: 0,5 μg/ml 
 
HEPES-Puffer (1 M) 
Biochrom GmbH, Berlin 
Kat.-Nr. L 1613 
enthält: 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsäure 
 
Amphotericin B (Antimykotikum) 
Biochrom GmbH, Berlin 
Kat.-Nr. A 2612 
enthält in Wasser für Injektionszwecke: 250 µg/ml Amphotericin B 
 
Penicillin/Streptomycin (Antibiotikum) 
Biochrom GmbH, Berlin 
Kat.-Nr. A 2212 
enthält in Wasser für Injektionszwecke: 
10.000 U/ml Penicillin und 10.000 µg/ml Streptomycin 
 
Fetales Kälberserum (FKS) 
PAA Laboratories, Cölbe 
Kat.-Nr. A15-649 
Fötales Kälberserum „Gold“, Kategorie „EU“ 
 
HeLa-DFO treated (0,5 mM, 24 h) Nuclear Lysate 
Abcam, Berlin 
Kat.-Nr. ab180880 










Arteriole in einem Bioptat einer 5-jährigen 
Maidenstute mit regulärem Wandaufbau: In-
tima (I) aus Endothelzellen, Media (M) aus 
drei Lagen zirkulär angeordneter Myozyten 
und Adventitia (A) aus Fibrozyten und locke-
ren kollagenen Fasern; Inset: zirkulär ange-







Arteriole in einem Bioptat einer 5-jährigen 
Maidenstute mit regulärem Wandaufbau: In-
tima (I) aus Endothel, Media (M) aus drei La-
gen zirkulär angeordneter Myozyten (gelb) 
und Adventitia (A) aus Fibrozyten und locke-
ren, kollagenen Fasern (rot), zirkulär ange-





Mittelgradige Angiosklerose mit Verdickung 
und Auffaserung der LEI (Pfeilspitzen im 
Inset) und „wolkiger“ Struktur der Media (*) 
und Adventitia (#) durch Ablagerung von un-
geordnetem, eosinophilem, fibrillärem Mate-



















Mittelgradige Angiosklerose mit Verdickung 
und Auffaserung der LEI (Pfeilspitzen) und 
Ablagerung von elastischen (violett) und kol-
lagenen (rot) Fasern in Media und Adventitia 





Endometrium, kleine Vene: 
Vene in einem Bioptat einer 5-jährigen Mai-
denstute mit regulärem Wandaufbau: Intima 
aus flachem Endothel (Pfeilspitzen), dünne 
Media aus ein bis zwei Lagen zirkulär ange-
ordneter Myozyten (Pfeile) und Adventitia 
(schwarze Linie) aus zirkulär angordneten 




Endometrium, kleine Vene: 
Vene in einem Bioptat einer 5-jährigen Mai-
denstute mit regulärem Wandaufbau: Intima 
aus flachem Endothel (Pfeilspitzen), dünne 
Media aus einer Lage zirkulär angeordneter 
Myozyten (Pfeile) und Adventitia (schwarze 
Linie) aus zirkulär angeordneten Fibrozyten 












Hochgradige Angiosklerose mit „wolkiger“ 
Struktur der Media und v. a. der Adventitia 
durch Ablagerung von ungeordnetem, eo-
sinophilem, fibrillärem Material (*) bei 
allmählichem Velust der zirkulären Anord-






Hochgradige Angiosklerose mit Ablagerung 
von v. a. elastischen (violett) und kollagenen 
(rot) Fasern in der Media (*) und v. a. der 
Adventitia (#) bei allmählichem Velust der 
zirkulären Anordnung der Mediamyozyten 





hochgradige und destruierende Angioskle-
rose mit Auffaserung der LEI (Pfeilspitzen) 
und Ablagerung von elastischen (violett) und 
kollagenen (rot) Fasern in der Media (M) mit 
Mediadysplasie (*) und zu einem geringeren 



















Herzmuskel, Positivkontrolle HIF-1α: 
Überwiegend intrazytoplasmatischer Nach-
weis von HIF-1α bei Normoxie und vereinzelt 
intranukleäres Reaktionsprodukt bei Hypoxie 






Kleinhirn, Positivkontrolle GLUT1: 
Physiologische GLUT1-Expression u. a. im 







Intrazytoplasmatische Expression von 
VEGF A in neoplastischen Blutgefäß- 
endothelzellen (Pfeilspitzen); Immun- 











Intrazytoplasmatische Expression von 
VEGF-R2 in neoplastischen Blutgefä-
ßendothelzellen (Pfeilspitzen); Immunhistolo-




kultivierte equine endometriale Epithel-
zellen, Membraneinsatz: 
Mäßige intrazytoplasmatische und intranuk-
leäre (Pfeil) HIF-1α-Expression in auf Mem-
braneinsätzen kultivierten endometrialen 
Epithelzellen mit Zugabe von 50 µM CoCl2-
Lösung; Inset: keine Expression von HIF-1α 








Endometrium, Übersicht HIF-1α: 
Arealweise mäßige (Pfeilspitzen), intrazyto-
plasmatische Immunreaktion im luminalen 
Epithel (LE) sowie überwiegend schwache 
(Pfeile) intrazytoplasmatische Immunreaktion 









Endometrium, luminales Epithel (LE) und 
Drüsenausführungsgänge (AS): 
Intranukleäre Lokalisation (Pfeile) von HIF-
1α in einigen luminalen Epithelzellen als Zei-
chen für eine Hypoxie in einem Bioptat mit 
hochgradiger Angiosklerose; Immunhistolo-





Endometrium, Drüsenepithel (D): 
Überwiegend schwache (#) bis mäßige (*), 
intrazytoplasmatische sowie vereinzelt ange-
deutete, nukleäre (Pfeilspitzen) HIF-1α-







Überwiegend intrazytoplasmatische und ver-
einzelt intranukleäre (Pfeilspitzen), mittelgra-
dige HIF-1α-Expression in Mediamyozyten 
von Arteriolen (a) sowie gering- bis mittelgra-
dige, intrazytoplasmatische Expression im 
Endothel (Pfeile) von Venulen (v) und 




















pression von HIF-1α im Epithel innerhalb ei-
ner Drüse (D) mit periglandulärer Fibrose 






Endometrium, Übersicht GLUT1: 
Stark ausgeprägte membranöse und teils 
zytoplasmatische, überwiegend basale Ex-
pression (Pfeilspitzen) von GLUT1 im 
Bereich des luminalen Epithels (LE) und der 
Zellen der Drüsenausführungsgänge (AS), 







Endometrium, luminales Epithel (LE) und 
Drüsenausführungsgänge (AS): 
Mäßige bis starke basale (Pfeilspitzen) und 
basolaterale (Pfeile) überwiegend membra-
nöse, teils zytoplasmatische GLUT1-
Expression, keine Expression durch die 




















sion von GLUT1 in Drüsen (D*) mit periglan-
dulärer Fibrose (F), demgegenüber keine 
GLUT1-Expression in nicht-endometro- 
tischen Drüsen (D), ebenfalls keine Expres-






Endometrium, Übersicht VEGF A: 
Variabel ausgeprägte intrazytoplasmatische 
VEGF-A-Expression im luminalen Epithel 
(LE), den Drüsenausführungsgängen (AS) 
und den endometrialen Drüsen (starke Ex-
pression in den oberflächlichen (oD), mäßige 
Expression in den mittleren (mD) und schwa-
che Expression in den basalen (bD) Drüsen-






Endometrium, Drüsenepithel (D): 
Mäßige (#) bis starke (*) intrazytoplasmati-
sche Expression von VEGF A im Bereich 
des Drüsenepithels, angedeutete intrazyto-
plasmatische Expression durch die Stroma-




















Endometrium, Blutgefäße:  
Arterie (A), Arteriole (a), Vene (V) und 
Venulen (v) mit geringgradiger intrazytoplas-
matischer Expression von VEGF A im 
Gefäßendothel (Pfeilspitzen), schwache bis 
mäßige Expression in Mediamyozyten (*), 
darüber hinaus mäßige bis starke intrazyto-
plasmatische Expression in Stromazellen 






Abweichende VEGF-A-Expression in einem 
endometrotischen Drüsennest (D*) (überwie-
gend keine Expression, maximal schwache 
Intensität) im Vergleich zu den umliegenden 
Drüsen (D) (mäßige bis starke Intensität) in 
einem Bioptat mit hochgradiger Endomet-
rose und Angiosklerose; Immunhistologie 




Endometrium, Übersicht VEGF-R2: 
Exemplarische Expression von VEGF-R2 in 
den endometrialen Drüsen mit schwacher in-
trazytoplasmatischer Expression in den 
oberflächlichen (oD) und mäßiger Expres-
sion in den (mD) und basalen (bD) Drüsen-
abschnitten, welche hier teils apikal 





















Endometrium, luminales Epithel (LE):  
Selten nachweisbare starke Expression von 
VEGF-R2 im Zytoplasma der luminalen 
Epithelzellen (*), keine Expression durch die 








Schwacher intrazytoplasmatischer Nachweis 
von VEGF-R2 im Epithel der Drüsen (D), 
teils mit apikaler Akkumulation (Pfeil) (mä-








Expression im Epithel der Drüsen (D), teils 
mit apikaler Akkumulation (Pfeil) (starke In-
















Endometrium, Arteriolen:  
Dezente intrazytoplasmatische Expression 
(Pfeilspitzen) von VEGF-R2 in der Media (*) 
von Arteriolen (a) sowie dem Epithel der en-
dometrialen Drüsen (D), keine Expression 







Vereinzelt konnte im Endothel von Venen (V) 
eine VEGF-R2-Expression (Pfeil) (mäßige 
Intensität) nachgewiesen werden, in den 
Drüsen (D) zeigt sich eine intrazytoplasmati-
sche dezente Expression, in Stromazellen 








Mäßige bis starke intrazytoplasmatische 
VEGF-R2-Expression im Epithel der Drüsen 
in einem Endometrosenest (D*), demgegen-
über keine Expression in nicht-endometroti-


























Schwache bis mäßige Expression von 
HIF-1α in den Chorionepithelzellen (Pfeilspit-
zen) der fetalen Mikrokotyledonen (fM) sowie 
mäßige bis starke intrazytoplasmatische Ex-
pression in Endothelzellen einer Venule 







Starke membranöse und teils intrazytoplas-
matische Expression von GLUT1 in den 
Chorionepithelzellen (Pfeilspitzen) der feta-






Mäßige bis starke intrazytoplasmatische 
VEGF-A-Expression in den Chorionepithel-
zellen (Pfeilspitzen) der fetalen Mikrokotyle-
















Schwache bis mäßige intrazytoplasmatische 
Expression von VEGF-R2 in den Chorion-
epithelzellen (Pfeilspitzen) der fetalen Mikro-








Expression in den Epithelzellen der materna-
len Mikrokotyledonen (mM), vor allem 
lumennah (Pfeilspitzen), daneben schwache 
intrazytoplasmatische Expression in tiefer 
gelegenen Resten von Chorionepithelzellen 
der fetalen Plazenta (*), keine Expression in 







Starke membranöse, teils intrazytoplasmati-
sche Expression von GLUT1 in den Epithel-
zellen (Pfeilspitzen) der maternalen 
Mikrokotyledonen (mM), keine Expression in 





















Mäßige bis starke gleichmäßig intrazytoplas-
matische Expression von VEGF A in den 
Epithelzellen (Pfeilspitzen) der maternalen 
Mikrokotyledonen (mM), ungleichmäßig int-
razytoplasmatische Expression in den Drü-







Schwache bis mäßige intrazytoplasmatische 
VEGF-R2-Expression in den Epithelzellen 
(Pfeilspitzen) der maternalen Mikrokotyledo-
nen (mM), angedeutete intrazytoplasmati-
sche Expression in den Drüsenepithelien 
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Western Blot, HIF-1α: 
Unspezifische Banden bei ca. 40 kDa (*), 
teils angedeutete Banden bei ca. 80 kDa 
(+)(zu erwartende Bande ca. 120 kDa); Le-
gende: M… Größenstandard (Roti®-Mark 
WESTERN Marker), 1… hypoxisches HeLa-
Zelllysat, 2… Herz, 3… Huflamelle, 4… 





Western Blot, GLUT1: 
Multiple Banden zwischen 38 und 76 kDa 
(zu erwartende Bande ca. 50 kDa (*)); Le-
gende: M… Größenstandard (Full-range A-
mersham™ Rainbow™ Marker), 1… Gehirn, 




Western Blot, CA IX: 
Spezifische Bande bei ca. 38 kDa (zu erwar-
tende Bande ca. zwischen 41,2 und 55 kDa) 
in allen untersuchten Proben; Legende: M… 
Größenstandard (Full-range Amersham™ 
Rainbow™ Marker), 1… Haut, 2… Niere, 
3… Magen, 4… Dünndarm, 5… Leber, 6… 
Uterus, 7… Uterus 
 
Abb. 9.45 
Western Blot, iNOS: 
Spezifische Bande im Proteinisolat aus der 
Leberprobe einer Maus bei ca. 120 kDa (*) 
(zu erwartende Bande ca. 130 kDa), darüber 
hinaus keine Banden im untersuchten equi-
nen Gewebe; Legende: M… Größenstan-
dard (Roti®-Mark WESTERN Marker), 1… 
Leber (Maus), 2… Milz (Maus), 3… Leber 




* * * * * 





Zuallererst möchte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Heinz-Adolf Schoon ganz herzlich für die 
gemeinsame Bearbeitung dieses sehr interessanten Themas, den wertvollen fachlichen 
Austausch, die kompetente Betreuung und allem voran für seine engelsgleiche Geduld bei 
der Anfertigung dieser Arbeit danken. Frau Dr. Doris Schoon danke ich ebenfalls für die 
freundliche fachliche Beratung und die anspornenden Worte zwischendurch. 
Zu tiefstem Dank bin ich auch Prof. Dr. Reiner Ulrich verpflichtet, der letzten Endes die 
formale Betreuung dieser Arbeit übernommen hat und der sich sehr für mich eingesetzt 
hat. Vielen vielen Dank dafür! 
Meinen beiden Zwischenbetreuern möchte ich ebenfalls ein großes Dankeschön ausspre-
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lich einwandfreie Mitarbeit an dieser Arbeit danken. (Anm. d. Verfassers: Hier soll übrigens 
nicht der Eindruck entstehen, dass Denny mehr Zeit hatte als Frau Müller… dem war mit-
nichten so! <3 Danke, Günther, dass du dir trotzdem die viele Zeit für mich genommen 
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haltevermögens beigetragene lösliche Kaffee hat auf jeden Fall auch seinen Teil 
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der lieben Stephanie Meyer gilt ein großer Dank für ihre Unterstützung mit der Pikrosirius-
rot-Färbung. Meinen jetzigen und ehemaligen Kolleginnen und Kollegen sei ein großer 
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quasi immer da. Aber auch dem Klosse, Jan, Christiane, Schiffi, Herminätor, Maria, Jab-
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Meinen „Party-People“ in der Sektionshalle, also Ralf, Lars, Marie, Oli und Jessi, danke 
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